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ist nicht schwierig zu zeigen, daB auch diese differenzierte Methode 
der Eiweibfillung keinen zutreffenden AufschluB iiber den Charakter 
eines Eiweibgemisches gibt. Bei der Betrachtung des Diagramms, 
Proteinléslichkeit in Abhiingigkeit der Salzkonzentration, das die 
beiden Forscher durch stufenweise Konzentrierung eines verdiinnten 
Blutplasmas mit Kaliumphosphatgemisch vom p,, 6,5 erhielten, fallt 
auf, daB die ganze Kurve nur aus 3 Kurvenfragmenten, dem Fibri- 
nogen, dem Globulin und dem Albumin entsprechend, besteht. DaB 
wir heute mehrere Fibrinogene, mehrere Globuline und zumindest 
zwei Albumine kennen, lat dieses Diagramm auch nicht andeutungs- 
weise ahnen. Im iibrigen zeigt sich, daB beim Auftragen des Log- 
arithmus der Proteinléslichkeit an Stelle der Proteinléslichkeit selbst 
in Abhiingigkeit der Nalzkonzentration, entsprechend den 3 Frak- 
tionen, drei absolut geradlinige Fragmente entstehen, ein Umstand, 
der dieses heute oft zur Beurteilung der Reinheit eines Proteins 
herangezogene Vertahren als nicht immer einwandfrei erscheinen 
liBt. Diese mangelhafte Ditferenzierungsmoglichkeit ist nicht fir 
das eben besprochene Phosphatgemisch kennzeichnend, sondern 
eilt fiir jede Fillungsreaktion, die auf den amphoteren Charakter 
des Kiweibes nicht die gebiihrende Riicksicht nimmt. Die fraktio- 
nierte Leichtmnetallsalzfiillung ist nicht in der Lage ein Kiweib- 
gemisch geniigend weit und scharf zu unterteilen und eignet sich 
daher yollends nicht, wenn nach den viel schwieriger festzustellenden 
qualitativen Veriinderungen eines EiweiBgemisches gefragt ist — 
eine Frage, die beispielsweise auBerordentliches klinisches Inter- 
esse besitzt. So besteht Interesse nach einer Methode, die es ge- 
stattet, ei Hiweibgemisch niher zu charakterisieren, evtl. die Kin- 
heitlichkeit einer KiweiBart festzustellen, und die es erméglicht. 
beliebig groBe Mengen eines KinzeleiweiBes relatiy frei von Be- 
gleiterweiben priiparativ zu isolieren. 

Die Angaben KR. Kulins und Mitarbeiter, wonach die bakteri- 
ciden Eigenschafteu der Invertseifen auf deren Kiweibfallungsver- 
mégen zuriickzufiihren sind, haben uns veranlabt, differenzierte 
Versuche iiber die Art der Eiweiffillung mittels Invertseifen an- 
zustellen. Dies schien um so verlockender, als nach den Feststel- 
lungen von Kuhn und Bielig?) das p, des Fillungsmilieus fiir 
ein KinzeleiweiB weitgehend von dessen isoélektrischen Punkt ab- 
hingt. Nach den Beobachtungen dieser Forscher werden in mineral- 
saurer Lésung keine der yon ihnen untersuchten EiweiBarten, in 
schwach saurer Lisung (p,,5—6) nur solche mit einem mehr oder 
weniger weit im sauren Gebiet liegenden isvelektrischen Punkt 
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und bei sodaalkalischer Reaktion alle KiweiBarten mit Ausnahme 
des Salmins mit einem isoelektrischen Punkt von p,, 12. gefallt. 
Danach kommen diese Forscher zu dem SchluB, da’ eine Eiweib- 
art nur beim Vorliegen als Anion durch Invertseife gefillt werden 
kann. Aus diesen Angaben lit sich somit eine Methode voraus- 
sehen, die es gestattet, ein KiweiBgemisch niher zu charakterisieren, 
evtl nach dem isoelektrischen Punkt der Einzeleiweibe. Es be- 
steht auch Aussicht nach einer solchen Methode relativ reine 
KiweiBfraktionen in beliebiger Menge heraus zu fraktionieren. Relativ 
rein deswegen, weil bei der Verbindung des KiweiBes mit Invert- 
seife anscheinend die amphoteren Eigenschaften des Proteins ver- 
loren gehen. Kin solches Verfahren wiire nicht nur auf Proteine, 


sondern auch auf Proteide und Symplexe anwendbar. Wie weit. 


diese Erwartungen zutreffen, soll im folgenden niher erértert 
werden. 

Die Hofinung, die Kiweibe nach ihren isoelektrischen Punkten 
yu trennen und mit Hilfe der Invertseifenfiillung einen Anhalt fiir 
den isoelektrischen Punkt zu erhalten, hat sich leider nur zum 
Teil erfiillt. Die Fiallungsbereitschaft einer KiweiBart bei einem 
vegebenen p,, hiingt aufer vom Ladungszustand noch von anderen 
weiter unten nither beschricbenen Kigenschaften des KiweiBkérpers 
ab. Zu diesen fiir die p,-Lage der Fillung verantwortlichen inneren 
Kaktoren kommen normalen fF alles noch zwei iiuBere dazu, die 
evytl. die p,,-Lage der Fillung erheblich nach der einen oder anderen 
Seite verschicben kénnen. Der eine dieser Faktoren ist der Salz- 
gehalt der Lisung. Der andere ist das Verhiltnis Kiweif/Invert- 
seife, das von ganz ausschlaggebender Bedeutung ist. 

Das durch Invertseife getillte KiweiB ist in héchstem MaBe 
denaturiert und daher fiir viele anschlieBende Versuche wertlos. 
Gut eignet es sich dagegen zur Bausteinanalyse der Aminosiiuren. 
lmmunisierungsversuche, die mit einem durch Invertseifenfillung 
eewonnenen KiweiB angestellt wurden, sind bis jetzt noch zweifel- 
haft geblieben. 

Ausgezeichnet hat sich die Invertseifenfillung von Eiweib- 
kérpern bewiihrt zur Identifizierung einzelner EiweiBindividuen 
im Gemisch. So z. B. konnten die Ergebnisse der Kataphorese der 
BluteiweiBkorper bestitigt werden*), insbesondere war es mit der 
Methode moglich zu zeigen, daB bei bestimmten Krankheiten nicht 
nur die Qualitiit und das Verhiiltnis der einzelnen Kiweibkérper 


") Aus noch nicht veréffentlichten Versuchen 
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uniereinander gegeniiber dem Normalfall veriindert ist, sondern 
daB hauptsiichlich auch die Qualitiit der SerumeiweiBkérper eine 
andere ist”). 


Bei Einhaltung bestimmter Bedingungen ist das p,,, bei dem 


ein KiweiBkiérper neben Inyertseife zur Fallung gebracht wird, 
tir diesen charakteristisch. Der p,,-Bereich, in dem die Mehrzahl 


Her KiweiBarten zur Ausfiillung gebracht werden kann, liegt je 
nach MiweiBart zwischen p,,3 und p,, 10,5. Aber nicht allein das 
Pp, bei dem >in KinzeleiweiB zur Fallung cebracht wird, ist kenn- 
zeichnend fiir dieses. Denn ein KinzeleiweiB fallt nicht bei einem 
bestimmten engumrissenen p,, vollstiindig aus, vielmehr scheidet 
sich von einem gewissen Punkt in der p,,-Skala an mit zunehmend 
basischer werdendem Milieu mehr und mehr Invertseiten-Kiweib 
aus, bis erst bei einem fiir diese KiweiBart ganz bestimmten p,, 
die Fallunge vollstiindig ist. In noch basischerem Milieu tritt keine 
weitere Fiillung mehr ein. Je nach Eiweibart und Art der Ver- 
suchsfithrung kann dieser ganze Fiillungsbereich von '/,, p,,-Kin- 
heit bis zu mehreren p,-Einheiten betragen. Verfolgt man die 
Ausscheidung des Invertseifen-Kiweibes graphisch, indem man 
das noch in Loésung verbliebene Kiweib in Abhingigkeit zum 
herrschenden p,, in ein Koordinatensystem eintrigt, so zeigt sich, 
da die Ausscheidung linear mit zunehmendem p,, erfolgt. Der 
Neigungswinkel der bei dieser graphischen Auswertung entstehenden 
Geraden nun ist ebenfalls fiir das betreffende KiweiBindividuum 
kennzeichnend. Zweckmibigerweise liBt sich dieser Neigungswinkel 
mit seinem Tangens : Fiillungsmenge pro p,,-Einheit ausdriicken. 
Demnach ergibt sich bei einem einheitlichen Kiweibkorper folgender 
Kurvenverlauf (Fig. 1): Zunichst eimmal verliiuft die Kurve wag- 
recht, entsprechend dem Anfangseiweibgehalt der Losung — in 
diesem ‘Teil hat noch keine Fiillung § stattgefunden , sodann 
knickt die Kurve in einem bestimmten Winkel, dem Neigungs- 


winkel, ab und verliiuft geradlinig auf die p,,-Achse zu — in diesem 
‘Veil tindet die Ausscheidung des EiweiBes statt —; kurz vor Er- 


reichen der p,-Achse knickt die Kurve erneut ab und verliuft 
weiterhin in der Endwagrechten wieder parallel zur p,-Achse — 
das Kiweib ist vollstiindig ausgeschieden. Bei der versuchsmiBigen 
Aufstellung einer solchen Kurve ist zu beachten, daB Volumen 
der Lisung, Salzgehalt der Lésung, Eiweifgehalt von Lisung und 
Niederschlag und Invertseifengehalt ebenfalls von Liésung und 


Demniichst in der ZAeitsehritt fiir experimentelle Medizin. 
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Niederschlag wihrend der ganzen Versuchsdauer konstant bleiben 
miissen. Die einzige Variable ist das p,,. 

Nicht immer fillt die Kurve von oben bis unten geradlinig 
ab. Vielmehr liuft bei einigen Kiweifarten die Fiallungsgerade 
abgerundet in die Endwagrechte ein. Uber die Ursache, wann 
sie in einem ausgepriigten Winkel und wann sie abgerundet in 
die Endwagrechte einliuft, kann im Augenblick noch nichts ge- 
sagt werden. Lediglich der Umstand, dab im allgemeinen der 
EKinlauf winkelig, bei manchen Eiweifarten aber abgerundet ist, 
soll festgehalten werden. 

Da der Bereich, in dem die Fallung eines Einzeleiweibes 
statttindet, oft eine ganze p,,-Einheit und mehr umfabt, besteht 
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Interesse, fiir dieses gesamte Fallungs-p,, cin charakteristisches 
p,, als Kennzeichen einer bestimmten Kiweifart herauszugreifen. 
Rein iuBerlich wire dazu der leicht feststellbare Knick von der 
Anfangswagrechten in die Abfailsgerade am geeignetsten. Dieser 
Punkt ist jedoch, wie leicht gezeigt werden kann, kein Fixpunkt, 
sondern er verschiebt sich als kurvengebundener Punkt bei hohem 
KiweiBgehalt nach der sauren, bei niedrigem Eiweibgehalt nach 
der basischen Seite. Charakteristisch ist vielmehr das Fiallungs- 
end-p,,, das ist der Punkt, wo die Abfallsgerade in die Endwag- 
rechte iibergeht. Liiuft diese abfallende Gerade nicht winkelig in 
die Endwagrechte ein. so mu ein auberhalb der hKurve hegen- 
der Punkt, der durch den Schnittpunkt der geradlinig verlingert 
gedachten Abfallsgeraden mit der KEndwagrechten gvegeben ist, 
als Charakteristikum dienen. 

Was hier nun iiber die Fiillung eines einheitlichen Eiweib- 
korpers gesagt ist, gilt, die besonderen Verhiltnisse beriicksichtigt. 
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auch fiir ein EKiweibgemisch. Fig.2. Kurve! und Il; Fig.d5. So 
erhalten wir z. B. beim Vorliegen zweier KiweiBarten folgende 
Kurvenform: Zuniichst einmal verliiuft die Kurve entsprechend 
dem AnfangseiweiBgehalt der Lésung wieder wagrecht bis zu 
einem Punkt. an dem nun die erste EiweiBart beginnt auszufallen. 
Hier erfolgt im fiirs erste Eiweib charakteristischen Neigungswinkel 
der geradlinige Abfall bis zum Fiillungsend-p,, 


: des ersten Kiweib- 
kérpers, dort knickt die Kurve in die erste Endwagrechte ab. 
die zugleich auch die Anfangswagrechte des zweiten EiweiBkorpers 
darstellt. Von hier an wiederholt sich fiir die zweite Eiweibart 


der ganze Vorgang von neuem in den fiir diese zweite EKiweiBart 
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charakteristischen Daten. SinngemiB erweitert gilt dieser Vorgang 
natiirlich auch beim Vorliegen von mehr als 2 Eiweibindividuen 
(Fig. 5). Nicht immer allerdings ist der Verlauf so eindeutig, wie 
hier geschildert. Mitunter beobachtet man auch Uberschneidungen 
einzelner Abfallsgeraden. Gliicklicherweise sind solehe Uberschnei- 
dungen bei einem cinfachen KiweiBgemisch nicht allzu hitutig. 
Wie oben schon angedeutet, beeintluit der Salzgehalt der 
Loésung die p,-Lage der Fiillung. Anscheinend niimlich wird Ki- 
weiB durch die Verbindung mit Invertseife erheblich labilisiert. 
so daB es schon dureh ganz geringe Neutralsalzkonzentrationen 
ausgesalzen werden kann. Im eigentlichen Fiillungsbereich der 


Kiweib-Invertseifenverbindung macht sich natiirlich ein Neutral- 


bi 


) Diese soWwle alle foleenden Casein-LsS. Piilluneskurven 
sichtlich vereinfacht zur Darstellung gebracht worden. 
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salzgehalt besonders stark bemerkbar, weil die weitgehend ent- 
ladene EiweiSverbindung besonders labil ist. Deswegen kommt 
es bei steigendem Neutralsalzgehalt der Lésung begreiflicherweise 
zu einer Verschiebung des Fillungsbereiches nach der sauren Seite 
(Fig. 3). Je nach der EiweiBart wirkt sich ein bestimmter Neutral- 
salzgehalt etwas verschieden stark aus. Allgemein kann gesagt werden, 
daB ein Kochsalzgehalt iiber 1°/, in jedem Falle zu vermeiden ist. 
Andere Leichtmetallsalze wurden systematisch nicht untersucht, 
wahbrscheinlich gilt zur Beurteilung ihres Kinflubes die Hofmeister- 
sche Reihe*). Auch die Abfallsgerade flacht bei steigendem Neutral- 
salzgehalt ab, d. h. der Neigungswinkel und sein Tangens wird kleiner. 
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Schwieriger zu beherrschen als der Neutralsalzgehalt der 
Losung ist der Invertseifengehalt derselben. 


Gerade aber das 
Verhiltnis Eiweib 


/Invertseife ist fiir den Kurvenverlauf von aus- 
schlaggebender Bedeutung. Bei zu grobem Verhiiltnis bleibt 
naturgemiB die Fiillung unvollstiindig, bei: zu kleinem Verhiltnis 
bleibt sie oft ganz aus. Erhéhungen der Invertseifenimengen iiber 
ein experimentell ermitteltes optimales Verhiiltnis verschieben den 
Fallungsbereich bei gleichzeitiger Abilachung der Abtallsgeraden 
nach der basischen Seite (Fig. 4), 
Charakteristisch ftir eine EiweiBart ist 


der Neigungswinke! 
der Abftallsgeraden — die gefiillte 


KiweiBmenge pro p,,-Kinheit, 
sowie das Fillungsend-p,. Diese beiden Charakteristika sind, 


Oder besser die Wertigkeit der lonen. 
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wie eben gezeigt wurde, abhiingig vom Salzgehalt und dem Ver- 
hiltnis KiweiB /Invertseife; daher ist es nétig, dab bei Aufstellung 
einer Killungskurve Salzgehalt, EiweiBgehalt und Invert- 
seifengehalt der Lisung genau definiert werden. 

AuBerdem sind natiirlich die Invertseifen-fillungskurven in 
ihrer Form und Lage weitgehend abhingig von der Art der 
Vorbehandlung der Eiweibkorper. Es ist wohl méglich, dab ein 
nativer Kiweibkérper vor seiner nach irgendwelchen Methoden 
erfolgten Reindarstellung ein vollstiindig anderes Kurvenbild er- 
gibt als nachher. EKinmal mit Leichtmetallsalz ausgefalltes Ei- 
wei erweist sich in Untersuchungen nach dieser Methode meist 
schon als .denaturiert*, wogegen durch hohe Salzkonzeutrationen 
noch nicht gefilltes Kiweib, z. B. mittels Natriumsulfat-ganzsiittigung 
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von Globulinen befre:tes Albumin sich nach der Entlernung des 
Salzes im Fiillungsversuch vollstiindig gleich wie der native Kiweib- 
kérper verhilt. Dagegen wird bloBes Ansiiuern — oft nur bis in 
die Nihe des isoelektrischen Punktes —, was doch im allgemeinen 
als harmlos gilt. oft recht schlecht vertragen, wofiir ebenfalls das 
Serumalbumin als Beispiel dienen mag. beim Ansiiuern desselben 
auf ein p,, von etwa 5,6 fillt es zwar im Fiillungsversuch beim 
selben Fillungsend-p,, wie das Unvorbehandelte aus, jedoch ist 
die Abfallsgerade um ein erhebliches steiler geworden. 


Z7u erwiihnen ist noch, daB dieselben EiweiBarten verschiedener 
Tiergattungen ahnliche, meist jedoch deutlich unterschiedene 
Kurvenformen erveben. 
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Natiirlich ist die Kurvenform, weniger das Fillungsend-p,,, 
auch von der Art der verwendeten Invertseife abhiingig. Um die 
Fiallungen in griferem MaBstab unter den heutigen Bedingungen 
durchfithren zu kénnen, haben wir hier zum gréSten Teil das im 
Handel erhiiltliche Zephirol angewandt. Dieses stellt ein Gemisch 
verschiedener langkettig substituierter quartiirer Ammoniumsalze 
dar. Im Vergleich mit anderen Invertseifen haben sich, obwohl 
Zephirol kein einheitlicher Koérper ist, kaum Nachteile ergeben. 
AuBerdem hat Zephirol den Vorzug unbeschrinkter Haltbarkeit, 
— selbst in alkalischen Lésungen — was nicht von allen der 
hier untersuchten Invertseifen gesagt werden kann. Auber Zephirol 
hat sich auch das nach Kuhn und Westphal?) hergestellte 
N-Methyl-| 8-oxy-chinolinium - dodecylither]-metho-sulfat gut be- 
withrt. Beim Vergleich mit Zephirol tiel hier die durchschnittlich 
sriébere Steilheit der Abfallsgeraden auf. Danach eignet es sich 
besser zur Trennung eines EKiweifigemisches, aber datiir, wegen 
der oft extremen Steilheit der Abfallsgeraden, schlechter zur 
Charakterisierung einzelner KiweiBarten im Gemisch als Zephirol. 
Das nach Kuhn, Jerchel und Westphal hergestellte 
Dodecyl-dimethyl-benzyl-ammonium-chlorid hat sich ebenfalls 
bewiihrt. 

Auch aus der Reihe der Sulfoniumbasen haben wir einen 
Korper. das Lauryl-methyl-sulfonium-metho-jodid bzw. -sulfat von 
Kuhn und Dann®) auf seine Kignung untersucht, weil wir den 
Stickstoffgehalt der anderen Invertseifen wegen der zur Ermittlung 
des Kiweibgehaltes nétigen kjeldahlometrischen Stickstoftbestimmung 
als Nachteil emptanden. Leider hatten wir dabei nicht den er- 
wiinschten Erfolg. Es wurde niimlich selbst im stark basischen 
Milieu nur ein kleiner Teil des untersuchten Serumeiweibes aus- 
selillt. Vielleicht wird sich aber das Sulfoniumsalz zur Fallung 
bestimmter, nur leicht fillbarer., EKiweiBarten eignen, so daB von 
einer gewissen Art yon Spezifitiit dieser Invertseife gegeniiber 
einzelnen Proteinarten gesprochen werden kann. 

Der EiweiBgehalt der Lésungen wird refraktiometrisch und 
kjeldahlometrisch bestimmt. Die Belastung der Kiweibwerte bei 
der kjeldahlometrischen Bestimmung durch den Stickstoffgehalt 
der Invertseite wird durchschnittlich mit etwa 5°/, angenommen. 
Die Belastung der refraktiometrisch erhaltenen Werte ist etwas 
hdher, und wechselt von KiweiBart zu KiweiBart in kleinen Grenzen. 

Trotz der héheren Belastung der EiweiBwerte bei der refraktio- 
metrischen Messung triigt gerade diese Methode dazu bei, die 
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Herstellung von HKiweibfillungskurven mit Invertseifen suo zu er- 
leichtern, daB unsere Kurven serienmiibig ausgefiihrt werden kinnen. 
Der Vorteil der refraktiometrischen gegeniiber der kjeldahlo- 
metrischen Methode macht sich bei der Aufstellung einer Fiallungs- 
kurye, wo es darauf ankommt, moéglichst viele Punkte von geringster 
Streuung zu erzielen, besonders gut bemerkbar. Natirlich mub 
man bei der refraktiometrischen Messung [orrekturen fiir den 
durch die Alkalisicrung minimal verschiedenen Salzgehalt de. 
Lésungen und bei ganz exakten Bestimmungen auch fir den ver- 
schiedenen Refraktionswert des Eiweibes bei verschiedenem p,, 
anbringen. Bewiihrt hat sich folgendes Verfahren: Die Eiweib- 
werte werden zuerst refraktiometrisch gemessen, besonders markante 
Kckpunkte werden sodann kjeldahlometrisch bestimmt und so die 
ganze Kurve durch entsprechende Ausrichtung der refraktio- 
metrischen MeBpunkte nach den kjeldahlometrisch bestimmten 
aufgestellt. Bei der retraktiometrischen Eiweibbestimmung werden 
keine Absolutwerte aufgestellt, sondern man begniigt sich mit 
Relativwerten. Durch ein solches Verfahren werden auch alle 
Kinwande, die gegen die refraktiometrische Methode erhoben 
werden kénnen, gegenstandslos. Am besten arbeitet man bei der 
Messung in einem temperaturbestiindigen Raum ohne Thermostaten. 

Die Wasserstoffionenkonzentration wird mit Hilfe der Glas- 
elektrode ermittelt. Eine MeBeenauigkeit von 0,05—0,1 p,-Kin- 
heiten geniigt in den meisten Fallen. Der Natur der Elektrode 
entsprechend ist man bestrebt p,-Messungen im stark alkalischen 
Gebiet zu vermeiden. 

Im folgenden soll nun auf die p,-Lage und Form der 
Fallungskurven niiher cingegangen werden. Beim Versetzen einer 
Kiweiblésung mit einer Invertseifenlésung gleichen p,,s beobachtet 
man, ohne daB es dabei zu einer Fillung zu kommen braucht, 
ein Saurerwerden der Lisung. Daraus kann geschlossen werden, 
daB die Invertseifenkationen mit den Anionen des KiweiBmolekiils 
in salzartige, sehr schwach dissoziierte Verbindung unter Fre- 
werden von Mineralsiiure treten. Durch den dadurch bedingten 
Verlust der negativen Ladungen und die Belastung mit den 
hydrophoben Paraftinketten der Invertseite wird das KiweiBmolekiil 
erheblich labilisiert*). AuBerdem verbleiben dem EiweiBmolckiil 
durch den Verlust dieser negativen Ladungen nurmelr positive 


*) Ein Ausdrauck dieser Labilisierung ist die Fiéllbarkeit der Eiweil. 
Invertseifenverbindung durch geringe Leichtmetallsalzkonzentratianen. 
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Liadungen, die das Molekiil in Lésung zu halten trachten (wenn 
man von einigen undissoziierbaren Alkoholgruppen usw. absieht). | 
Wird das Molekiil auch noch dieser Ladungen beraubt, so fallt 
es aus. Diese Entladung der Kationen wird am einfachsten durch 
Vermehrung der Hydroxylionenkonzentration erreicht. Die bei der 
sraphischen Auswertung der Invertseifentiillung erhaltenen Kurven- 
formen sind also ein Ausdruck der Entladung des positiven Ki- 
weiBmolekiils. Je nach der Dissoziationskonstante der positiven 
Ladungstriiger findet die Entladung in einem sauren, neutralen 
oder basischen Milieu statt. Entsprechend ist auch die Lage 
unserer Fillungskurve. Wir kénnen also aus der p,,-Lage unserer 
Fillungskurve direkt auf die Dissoziationskonstante der wiihrend 
der Fillung entladenen positiven Ladungstriiger schlieBen. Die 
Trennung eines Kiweibeemisches in Einzelfraktionen mit Invert- 
seite tindet in der Reihentolge der GréBe der verschiedenen 
Dissoziationskonstanten der positiven Ladungstriiger statt*) Aus 
der Tatsache, daB die Fillung eines Kiweibkérpers zB. in einem 
Bereich von p,, 9—9,5 statttindet, sind wir allerdings nicht be- 
rechtigt zu schlieBen, dab die Entladung aller positiven Ladungs- 
triiger dieser Kiweibart in diesem p,,-Bereich statttindet. Wahr- 
scheinlich wird ein grober Teil der Ladungstriiger mit kleinerer 
Dissoziationskonstaute schon in einem saureren Milieu entladen, 
wihrend die Entladung der restlichen Ladungstriger, die dann 
zur Austillung der Invertseifen-KiweiBverbindung fiihrt, erst 1m 
p,-Bereich von 9—9,5 stattfindet. 


Auffillieg ist die Form der Fallungskurven. Eigentlich miiBte 
P ao | 


man —~ soll die Erklirung, dab die Kurvenform Ausdruck einer 
statttindenden Entladung ist, richtig sein —- entsprechend der 


logarithmischen Bedeutung des p,,’s eine logarithmische Kurve 


4 


erwarten’ Da wir aber mit der Vermehrung der Hydroxylionen- 
konzentration nicht nur eine einzelne Art von positiven Ladungs- 
trigern mit wolhldefinierter Dissoziationskonstante. sondern wahr- 


seheiniich mehrere Arten mit verschiedenen Dissoziationskonstanten 


Kin Beweis datiir ist u. a. in der Tatsache zu erblicken, dab SO 
weit untersucht das Fiillungsend-py;, der einzelnen Eiweibarten mit ver- 
-<chiedenen Invertseifen cefiilit nur unbedeutend verschieden ist. 

Dic cleichzeitig mit der Fiillung einsetzende Denaturierung der 

weibkorper kann mieht als Erkliirung fiir die nicht logarithmische Form 
Henen., denn neh micht dureh Inyertseifen denaturierbare Korper, wie 
Polypeptide, iiber die zur Zeit noch bei uns gearbeitet wird, zeigen diesen 


rerudlinigen Verlaut der Kurve, 
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entladen, miiBten wir eine aus mehreren logarithmischen Kurven- 
teilen zusammengesetzte Gesamtkurve erhalten. Eine solche 
Gesamtkurve kann, zwar nicht mathematisch, aber doch praktisch 
eine Gerade sein, wie uns beispielsweise die Neutralisationskurve 
der Citronensiiure zeigt, wenn die einzelnen Dissoziationskonstanten 
geniigend nahe beieinander liegen. 

Die Verschiebung der Invertseifen-Fiillungskurve nach der 
basischen Seite bei cinem UberschuB von Invertseife zeigt uns, 
daB auBer der salzartigen Bindungsart der Invertseifen an das 
KiweiBmolekiil bei Uberschu8 noch eine adsorptive stattfindet, 
die in der kolloidalen Natur der Agenten ihre Erklirung findet. 
(So z. B. geht die Invertseife auch eine lockere Verbindung mit 
Stirke ein). Durch diese Adsorption nimlich wird einmal die 
positive Ladung bei gleichbleibendem Eiweibgehalt vermehrt — 
dadurch wird die Abfallsgerade flacher, zum anderen wird das 
KiweiBmolekiil durch einen positiven Ladungstriiger bereichert, 
dessen Dissoziationskonstante gréBer ist, als die Dissoziations- 
konstante der itibrigen Ladungstriiger, dadurch riickt die Abfalls- 
grade in einen basischeren Bereich. Die Adsorption von Invert- 
selfe und die dadurch bedingte Vermehrung der positiven Ladungs- 
triger und VergréBerung der Dissoziationskonstante kann unter ge- 
eignéten Versuchsbedingungen so gro sein, dab das Eiweiimolekiil 
iiberhaupt nicht mehr durch Alkalisieren zur Ausfillung gebracht 
werden kann. Diese ganz allgemeine Erscheinung ist bei den 
Albuminen stirker ausgepriigt, als bei anderen EiweiBarten, denn 
die Albumine Gnsbesondere das Serumalbumin) sind, wie wir z. B. 
aus den Arbeiten Bennhold’s®) tiber die Vehikelfunktion der 
SerumeiweiBkérper wissen, durch ihre groBe Adsorptionskratt aus- 
vezeichnet. Die Beobachtung von Pfankuch und NKausche®), 
wonach es sich bei der Lisung von Proteinfiillungen durch hohe 
Invertseifenkonzentrationen um eine allgemeine Eigenschalt der 
Albumine handelt, wird durch unsere Feststellungen erweitert 
und priizisiert. 

Von Interesse besonders fiir die Beurteilune der Reinheit 
der einzelnen Invertseifen-KiweiBfraktionen ist endlich noch zu 
wissen, wie weit ein Proteinmolekiil durch die Verbindung mit 
Invertseife seine amphoteren Eigenschatten verloren hat. Denn 
nur bei vollstiindigem Fehlen negativer Ladungen diirfen wir er- 
warten, daB die einzelnen Proteinfraktionen tatsiichlich getrennt 
voneinander ausfallen. Besitzt ein EiweiBmolekiil nach dem Um- 
satz mit Invertseife noch negative Ladungen, so kénnen wir an- 
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nehmen, da’ die Invertseifen- KiweiBverbindung in einem be- 
stimmten p,,-Bereich, dem isoelektrischen Punkt dieser Eiweib- 
verbindung gefillt wird, in einem alkalischeren Bereich dagegen 
in Lisung bleibt. Tatsiichlich kénnen wir auch beobachten, daB 
KiweiB in Gegenwart von zu wenig Invertseife in alkalischem 
Milieu gelist bleibt. Nie aber bleibt Eiwei8 unter diesen Be- 
dingungen in Liésung. wenn wir ausreichende Mengen Invertseife 
angewandt haben. Allerdings setzt sich, wenn wir an der unteren 
Grenze der zur Fallung nétigen Invertseifenmenge arbeiten, eventuell 
KiweiB, besonders Serumalbumin und Casein, in einem p,,-Bereich, 
der alkalischer als der Fillungsbereich ist, schlecht ab. 

Uber cine eyentuelle Entstehung kiinstlicher gemischter 
Simplexe, zB. Protein A + Invertseife + Protein B kénnen noch 
keine zuverlissigen Angaben gemacht werden. 


Beschreibung der Versuche 

Feststellung der zur Fallung nodtigen Menge Invertseife. Vor 
Beginn des eigentlichen Fiillungsversuches soll bei einer noch 
unbekannten KiweiBbart oder einem neuen Gemisch die Bestimmune 
der zur quantitativen Ausfillung des GesamteiweiBes eben be- 
notigten Invertseifenmenge nicht unterlassen werden. lin eigent- 
lichen Versuch wird dann mit dieser festgestellten minimalen 
Invertseifenmenge gearbeitet. Diese Menge darf nicht unter- 
schritten, jedoch, wenn es die Verhiiltmisse erfordern, vergréBert 
werden {selten bis tiber die doppelte Menge). 


Zum Zweeke der Bestimmung der minimalen Invertseifenmenge stellt 
man eine wiibrige, zwischen 120 und LSU ng-” , Stickstoff enthaltende Lésung 
des zu untersuchenden Eiweibes her. Das py dieser Loésung richtet sich 
nach dem zu erwartenden Fiillungsend-p,;, der Eiweibart uud ist um etwa 
eine halbe bis ganze py,-Einheit basischer. In Zweifelsfiillen wird meist 
ein py der Lésung yon 9,5 geniigen. In S—10 kleine Zentrifugenréhrehen 
werden je 2 cem dieser Lésung einpipettiert. In das erste Roéhrchen fiillt 
iIntn nun OO cem Wasser und 1,5 ¢em einer Invertseifenlésung bestimmten 
(rehaltes, (z. B. 1,5° ,ige Zephirollésung, die handelsiibliche Zephirollésung 
ist 15° ig) ins zweite RObrchen kommen O,6 cem Wasser und 1,4 cem der 
Invertseifenlésung; in dieser Weise fiihrt man bis zum achten oder zehnten 
Réhrehen fort, wobei das Wasser und die Invertseifenl6sung zusammen 
immer 2cem betragen. Die Rohrchen bleiben jetzt 1S Stunden gut ver 
korkt bei Raumtemperatur stehen. Wenn noétig wird nun abzentrifugiert 
und dann kjeldahlometrisch der Stickstoffgehalt jedes Rohrchens bestimmt. 
Der gefundene Stickstotfgechalt wird in einem Koordinatensystem in Ab 
hiingickeit der verwendeten Menge Invertseite autgetragen. Durch Ver- 
bindung der einzelnen Punkte erhiilt man dabei eine hyperbelihnliche 
Kurve, aus der die minimale Invertseifenmenge herausgelesen werden kann. 
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Aufstellung der Fallungskurve. Zur Bestimmung der Fiallungs- 
kurve dienen zwei Verfahren. Beim einen, dem Verfahren A, 
geht man von einer zur Vermeidung eines Niederschlages geniigend 
stark sauren Lisung des Eiweiges und der bendtigten Menge 
Invertseife aus. Durch Zugabe kleinster Tropfen starken Alkalis 
wird die Lisung stufenweise alkalischer gemacht. In bestimmten, 
durch die Glaselektrode ermittelten p,-Abstiinden wird eine Probe 
entnommen. Nach Absitzen des Niederschlages in den Proben 
wird deren Stickstoffgehalt bestimmt. Der ermittelte Stickstoff- 
gehalt in Abhiingigkeit des p,/s ergibt die Fallungskurve. 

Beim anderen Verfahren, dem Verfahren B, geht man dhn- 
lich, wie bei der Feststellung der zur Fillung noétigen Menge 
Invertseife, von einer EiweiBlésung aus, die man in Zentrifugen- 
rohrehen abfiillt. In jedes der R6hrchen kommen gleiche Volumina 
fiir jedes Rébrchen verschieden stark verdiinnter Siiure- bzw. 
Laugelisung und gleiche Volumina einer Invertseilenlisung. Der 
nach dem Absitzen des Niederschlages ermittelte Stickstotigehalt 
wird, wie oben, in Abhingigkeit des p,’s aufgetragen. 

Die nach beiden Verfahren gewonnenen hurventormen sind, 
soweit sie im neutralen und alkalischen Bereich hegen, oft ver- 
schieden voneinander, da beim Verfahren A die Eiweibkorper 
vor ihrer Fallune durch Siiure veriindert werden koénnen. Das 
Verfahren A ist weniger zeitraubend, da das p,, nicht nachtriig- 
lich einzeln bestimmt werden muf, und da man die Lisungen 
nicht in die Réhrchen einpipettieren mub. Der Verschlei’ an 
Glaselektroden ist beim Verfahren A infolge der nach der Messung 
nétigen mechanischen Reinigung wesentlich gréfer. Fiir das 
Verfahren A hat sich die Glaselektrode mit metallisierter Innen- 
flache und Abstiitzung der Firma Schott und Gen. sehr gut ge- 
eignet. Mit dem Verfahren A kann man noch Eiweibmengen 
bis 60 mg abwirts einwandfrei untersuchen, sofern einem ein 
Kintauchrefraktiometer und eime Nadelelektrode zur Verfiigung 
stehen. Normalerweise wird bei beiden Verfahren etwa 0,5 g EKi- 
weiB verwandt. Der Hauptvorteil des Verfahrens A gegeniiber 


dem Verfahren B ist in der freien Wahl des p,’s zu erblicken. 


Vi 
Verfahren A. Man stellt eine Lésung des zu untersuchenden Ei- 
weiBkorpers von etwa 150 mg °, Stickstoffgehalt her. 50 cem dieser Lisune 


werden in ein 150 ccm Becherglas einpipettiert. Dazu kommen in einem 


Schwung 50 cem einer Lésung, die die benétigte Menge Invertseife und 
so viel Salzsiiure enthiilt, dab beim Zusamimentretten der Lésung mit der Ei- 
weiblésung noch keine Fiillung eintritt. (Die dazu nétige Menge Salzsiure 
muB eventuell in einer Vorprobe ermittelt werden.) Nach dem Eintauchen 
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der dureh Schutzmantel geschiitzten Glaselektrode, der Bezugselektrode und 
nach Entnahme der ersten Probe wird aus einer haardiinnen Kapillare so- 
lange 20° ,ige Natronlauge zugegeben bis leichte Triibung auftritt. Jetzt 
wird die zweite Probe entnommen. Von nun an wird in kleineren Ab- 
stiinden z. B. alle 0,2-—0,9 p,,-Einheiten (nétigenfalles auch nach kleineren 
Abstiinden) eine Probe entnommen. Es wird so lange mit dem Zutropfen 
der Natronlauge und der Probeentnahme fortgefahren bis eine weitere 
1 eem befinden sieh in 
kleinen Reagenzglischen, die so starkwandig sind, dab sie leichtes Zentri 
fugieren mit Sicherheit vertragen kénnen. Gleichzeitig mit 


Fiillung ausbleibt. Die einzelnen Proben yon etwa 


diesen zur 
werden in 
grOberen Abstiinden grébere Proben zur kjeldahlometrischen Stickstoff- 
bestimmung entnommen. Alle Proben sind mit dem zugehérigen py, be 
schriftet. Sie werden gut verkorkt wiihrend 1S Stunden sich selbst iiber- 
lassen, danach wird der Stickstoff eventuell nach kurzem Zentrifugieren be- 
stimmt. Bei der refraktiometrischen Stickstotfbestimmung wird mit der 
stiirkst alkalischen Loésung angetangen. Es wird darauf geachtet, dab die 
Messungen in der Reihentolge des kleiner werdenden p),,;’s geschehen, weil 
man sich dadurch das soregtiiltige Reinigen des Behiilters des Refraktiometers 
erspart. Als Abschlu® wird nach griindlicherer Reinigung des Behiilters 
nochmals die erste Lésung gemessen; dadurch erspart man sich bei einem 
temperaturbestiindigen Raum die Verwendung eines Thermostaten. 


retraktiometrischen Stickstoffbestimmunge bestimmten Proben 


Casein nach Hamimarsten, Ostr. Heilmittelstelle 
Lésung i. 1116 g@ Casein in der nétigen Menge n 10-Natronlauge gelost 
und auf 100 cem aufgefiillt. 
iosung tf. Zephirol 38,00ccem (minimale Menge 19,00 ¢em) n/10-HC1 25,00 eem 
init Wasser auf 100 com aufgefiillt. 





Abgeles. Ditk Korr. Korr. Diff. Kjeld. | N-Gehalt 

Pit Skalent. sa Temp. Salz. [korr. +0,2] N-Gehalt] in mg-?/, 
8.35 1.6 0,0 ~O,0 Q,2 0,0 14,42 14,4 
3,21 1b 0,0 0,0 ~(),2 0.0 14,4 
7 20) 1.6 0.0 O,0 me | 0.0 14,4 
(42 1,3 0,3 0] ~(),1 0.5 iio 

1Q es 0.3 Oa O,] O55 17.3 
«98 0.4 07 Q.] 0.1 OY LY, 
OS] 3U,9 O.4 Q,2 0,1 1,0 20,1 
HDD 30,5 Ls +-Q,2 0,1 1,4 22,40 22,4 
6,30 29,6 2,U 0,2 -(),] 2,0 1,0 
H,12 28.9 2, 0,3 -(),1 a0 2, 
94 27,0 3.0 OS () i 3 BR Y 
Ste 27,0 1,6 Q,3 0 Dy 43,5 
4D 24,9 64 +-O,4 8) ia 96,00 D6,0 
),28 29,0 S,6 +-U,-4 8) 3,2 63,4 
070 21,6 1U,0 + Q,4 0) 10,6 68,8 
1,92 20,0 10,7 +-Q,5 0 11,4 1,9 
Lis LD! 12,5 -O,0 O 13,2 78,9 
1,90 Lv, 14,6 U,9 UV 15,3 8V,0 
LSU 16,0 15.6 OD Y) 16.3 YO.S6 GO.& 
$3) 52,1 
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Die Ergebnisse werden in eine Tabelle (vgl. diese) eingetragen. — In 
deren erste Spalte kommt beispielsweise das py, in die zweite die Refraktion 
in abgelesenen Skalenteilen. (Es ist nicht nétig, den Brechungskoeffizienten 
zu berechnen, da fiir so kleine Unterschiede der Brechungskoeffizient pro- 
portional den Skalenteilen ist.) In die dritte Spalte kommt die Ditferenz 
zWischen den erhaltenen Skalenteilen und dem fiir die erste Lésung ab- 
eelesenen Skalenteil. In die vierte Spalte kommt die Korrektur fiir Ver 
‘finderungen in der Raumtemperatur wiihrend der Messung, die aus dem 
Unterschied der abgelesenen Skalenteile der ersten Lésung zu Anfang und 
Ende der Messung interpoliert wird. In die fiinfte Spalte kommt eventuell 
die Korrektur fiir den durch das Alkalisieren entstandenen etwas ver 
schiedenen Salzgehalt der Losungen untereinander. (Diese Korrektur ist 
proportional der verwandten Menge Alkalis und wird einmal experimentell 
bestimmt.) In die sechste Spalte kommt die durch die beiden Korrekturen 
korrigierte Differenz aus Spalte 3. In die siebente Spalte kommt der 
kjeldahlometrisch bestimmte Stickstoffgehalt. Und endlich in die achte 
Spalte komint der durch Ausrichtung nach den kjeldahlometrisch bestimmten 
Stickstoffwerten errechnete Stickstotfeehalt der Lésungen. (Da die Retraktions- 
werte des Kiweibes vom py abhiingen, ist eine solehe Ausrichtung unbedingt 
erforderlich.) Durch Auftragen dieser Stiekstotfwerte in ein Koordinaten 
system in Abhiingigkeit des p,,-Wertes entsteht die Fiillungskurve.  Al- 
Beispiel sei die der Fig. 4, Kurve HI zugehérige Tabelle angefiilirt. 

Verfahren B. Beim Verfahren B geht man, wie beim Verfahren A, 


von einer etwa 150 mg-", Stickstot? enthaltenden Fiweiblésunge aus. In etwa 
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30 Zentrifugenrdhrchen werden je 2 cem dieser Lisung einpipettiert. In 


jedes dieser R6hrehen kommt 1 cem verschieden stark verdiinnter Siiure 


losunge (meist von n 2O abwiirts) oder beim Arbeiten im alkalischen (rebiet 
verschieden stark verdiinnter Natronlauge-Lésung (meist von n 10 abwiirts). Zu 


allen Roéhrechen kommt noch je 1 cem einer Invertseifenlisung bestiminten 
ausreichenden Gehaltes dazu. Die Réhrehen werden wie beim Verfahren \ 
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verkorkt, 18 Stunden bei Raumtemperatur stehen gelassen und dann retraktio- 
metriert. AuBerdem wird in jedem Réhrehen das p,, bestimmt. Die Aus 
wertung ertolet wie beim Verfahren A angegeben. 

Fraktionierung eines Eiwei8gemisches. Die Fraktionierung eines 
Kiweifbgemisches geschieht durch sinngemiiBe Abwandlung des 
Verfahrens A. Der Ansatz mit entsprechend gréBeren Lésungs- 
mengen erfolet hier, wie dort beschrieben. Die niederschlags- 
lreie Lésung aus Enwveib, Invertseife und Siiure bleibt einen ‘'l'ag 
von Luttsauerstoff aubgeschlossen stehen. Von dieser Loésung 
werden LOO cem zur Aufstellung der Fillungskurve nach dem 
Verfahren A abgezweigt. Nach I ertigstellung dieser Fallungs- 
kurve erfolet die Fraktionierung des Hauptteiles der Lisung, in- 
dem auf die verschiedenen gewiinschten p,,-Werte  eingestellt 
wird. Je nach KiweiBart mub zwischen den einzelnen Fraktionen 
2 bis 10 Stunden gewartet werden. Die iiberstehende Fliissigkeit 
kann meist durch einfaches Dekantieren vom Niederschlag ge- 
trennt werden, es ist aber oft nétig, die Lésung vor der niichsten 
Kraktionierung zu filtrieren, Der Niederschlag wird durch Waschen 
mit n 100-Salzsiiure, der man einige Tropfen Invertseifenlésung 
und ein paar Koérnchen Kochsalz zusetzt, von anhaftender Lisung 
gereinigt. Sodann wird der Niederschlag einige Male mit absolutem 
Alkohol gewaschen und einige Stunden zur weitgehenden Ab- 
spaltung der Invertseife mit alkoholischer Salzsiiurelésung stehen 
gelassen. Die alkoholische Salzsiiture wird durch abermaliges 
Waschen mit Alkohol entfernt. Daraut kann der Niederschlag 
getrocknet und pulverisiert werden. 

Will man ein solchermaBen isoliertes Kiweib alkalisch ver- 
seifen, so stellt man eine Suspension in u/1l0-Natronlauge her. 
Diese Suspension lit man eine Stunde bei 37° stehen und er- 
Wiirmt dann fiuberst langsam. Auf diese Weise bringt man das 
sonst nur schwer in Alkalien lésliche EiweiB ohne Komplikationen, 


~ 


wie Verklumpung bei konzentrierten Alkalilésungen, in Lésung. 


Zusammentassung 

Ks wurde eine Methode geschildert, mit der es moéglich ist, 
die Zahl und Quantitiit der einzelien Eiweibarten in einem Ei- 
weiBgemisch durch Aufstellung eincr Invertseifen-Fillungskurve, 
Menge in Lésung verbliebenen Proteins in Abhingigkeit zum p,, 
der Liésung zu bestimmen, oder die KMinheitlchkeit eines Kiweib- 
kirpers festzustellen. Ierner ist es wahrscheinlich moéglich, nach 
dieser Methode, allerdings denaturierte, von anderen KiweiBkorpern 
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weitestgehend, d.h. soweit dies bei fraktionierten Fallungen 
kolloidaler Kérper iiberhaupt méglich ist, befreite KinzeleiweiBe 
heraus zu fraktionieren. Die Methode lift durch die verschiedene 
Form und p,,-Lage der Fallungskurve eine qualitative Unter- 
scheidung einzelner KiweiBarten zu. Die Form und p,-Lage der 
Kurve laBt in gewissem Umfang Schliisse auf die GréBe der 
Dissoziationskonstanten der positiven Ladungstriiger einer Kiweib- 
art ZU. 


Herrn Prof. H. Eppinger méchte ich auch an dieser Stelle 
meinen Dank aussprechen fiir seine vielseitigen Anregungen und 
das fordernde Interesse, das er der Arbeit entgegenbrachte. 
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I. Einleitung 


lm AnsehluB an die Nuclealreaktion wiesen Feulgen und 
Voit im Jahre 1924 im Plasma der Zellen eine weit verbreitete 
Substanz nach, die sich mit dem Scihiffschen Aldehydreagens, der 
tuchsinsehwefligen Siure violett farbt, und sich durch diese Violett- 
fiirbung in den Zellen und Geweben topochemisch nachweisen liBt. 
Infolge ihrer gro8en Verbreitung im Plasma wurde sie als ,,Plasmal’, 
die Vorstufe als ,,Plasmalogen‘*, und die Farbreaktion als ,,Plasmal- 
reaktion’’ bezeichnet. Das Plasmalogen ist ein leicht spaltbares 
Komplex, von dem man durch Sduren oder wesenthch sechneller 
durch Sublimat den Aldehydanteil, das Plasmal abspalten kann. 
Feulgen und Bersin (1939) stellten neuerdings fest, daB die 
Plasmale Aldehyde héherer Fettsduren sind, und da das Plasma- 
logen in Verbindung mit Phosphatiden vorkommt. Es geht bet 
der Aufarbeitung der mit organischen Losungsmitteln extrahierten 
Lipoide stets in die Phosphatidfraktion binein. Weiterhin haben 
Feulgen und Bersin (1939) festgestellt, daB die Plasmale eine 
neue Phosphatidgruppe darstellen, die man als Acetalphosphatide be- 
zeichnet. Bei der alkalischen Spaltung des Plasmalogens erhalt man 
namilich Plasmalogensduren, die Glycerinphosphorséuren sind, an die 
ein héherer Aldehyd als eyclisches Acetal gebunden ist. Es handel! 
sich um Derivate der «- und f-Glycerinphosphorsauren. Folgende 
allgemeine Strukturformel kennzeichnet die Acetalphosphatide: 


H,C——O ( () 
CHiCH,),CH | . 
HC --—O H,0,P O--C-—H )CH(CH,),CH, 
H,C—O—PO,H, C e 
« Plasmalogensfiure 3-Plasmalogensiure 


1Q" 











136 (Jotthold Méckel. 


Plasmalogen enthilt weiterhin Colamin (Lehnartz 1939), das, 
wie im Cephalin, mit der Phosphorsiure verestert ist. In reiner 
Form konnte bisher kein Plasmalogen erhalten werden. Krystalli- 
sierte Priparate enthielten nebeneinander die Aldehyde der Stearin- 
siure, das Steral, und der Palmitinsiiure, das Palmital, und zwar 
als a- und f-Plamalogensauren. 

Aus dem Charakter der Plasmale vehi hervor, dab s1e n) 
organischen Lésungsimitteln (Alkohol, Nylol, Benzol usw.) léslich 
sind (Ausnahmen hat Voss 1927-31 beschrieben). Will man die 
Plasmale topochemisch in den Geweben durch die Schiffsche 
Aldehydreaktion nachweisen, so ist daher eine Bertihrung mit diesen 
Stoffen unbedinet zu vermeiden: Die Einbettung darf also weder 
in Celloidin noch in Pavaffin erfolgen. Am besten eignet sich der 
Gefrierschnitt, eventuell mit vorheriger Gelatineeinbettune. Die 
EinschlieBung mit Xylol wird durch Glycerin bzw. Glyceringelat ine 
vermieden. 

Da sich zur Spaltung des Plasmalogens eme Vorbehandlung 
mit Siiuren oder Sublimat nétig macht, ist es angebracht, diese 
Mittel gleich zum Fixieren zu verwenden. Am besten eignet sich 
dazu nach Voss das in der histologischen Technik iibliche Sublimat— 
Hisessiggemisch. 

Es haben sich bereits eine Reihe von Forsechern mit der Plas- 
malreaktion beschiftigt und in den verschiedensten Organen die 
Lokalisation der Plasmale untersucht. Ich sehe davon ab, die 
zahlreichen Untersuchungsergebnisse dieser Arbeiten hier im ein- 
zelnen zu besprechen und beschriinke mich auf die Angaben, die 
bereits uber das Fettgewebe, dem Gegenstand memer Unter- 
suchungen, vorlegen (Voss 1927). 

Voss stellte eine positive Plasmalreaktion am Fettkérper der 
Amphibien (Axolotl und Frosch) fest, und zwar war in der Regel 
der Inhalt der Fettzellen, der aus Neutralfetten bestehende Fett- 
tropfen, plasmalnegativ, die ,,Membran* der Fettzellen dagegen 
plasmalpositiv. Am Fettgewebe der Siugetiere konnte Voss keine 
Plasmalreaktion beobachten. Ferner sind noch von besonderer 
Bedeutung die Beobachtungen von Voss (1927) mit der Plasmal- 
reaktion an Leberzellen von Salamanderlarven, die mit Enchytriien 
vefiittert waren. Letztere geben eine sehr starke Plasmalreaktion. 
.,Wahrend bei ungefiitterten Tieren in der Leber keine Spur von 
Plasmalfirbung zu beobachten ist, tritt sie besonders bei den mit 
Knehytrien gefitterten Tieren verhaltnismafBig schnell auf und 
wird allmihlich intensiver. Zunidchst treten in den Leberzellen 
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kleine Vakuolen auf, deren Rinder plasmalpositiv sind. Diese 
Vakuolen sind in Wirklichkeit Fetttrépfehen. Sie werden allmahlich 
erdBer, erfillen die ganze Zelle, drangen dabei das Plasma der Zellen 
auf eimen schmalen Randsaum zusammen, der. nun intensive 
Farbung zeigt. SchheBlich bietet die Leber ein Bild, welehes sehr 
an den plasmalgefiirbten Fettkérper der Amphibien erimnert, wie 
es Voss bereits beschrieben und abgebildet hat (1928). 

Ganz ahnliche Bilder, die vor allem den Friihstadien der Plas- 
malablagerungen in den Leberzellen der Salamanderlarven gleichen, 
beobachtete Voss auch in unverodffenthchten Untersuchungen an 
vereizelten Leberzellen von Saugetieren. Die Leber der Saéuger 
ist in der Regel ganz plasmalnegativ; nur in einzelnen verstreuten 
Zellen oder Zellgruppen sieht man eine recht starke violett gefarbte 
Stelle, die cinen Neutralfetttropfen umschheBt. 

Alle dicse histotopochemischen Beobachtungen legten meimem 
verehrten Lehrer, Prof. Dr. Voss, die Vermutung nahe, daB die 
Plasmale ber dem chemischen Aufbau und vielleicht auch Abbau 
der Neutralfette des Fettgewebes eine Rolle spielen. Diese Ver- 
mutunge konnte bestirkt oder geschwicht werden durch die Beant- 
wortung folgender Fragen: Wie verhalt sich das jugendhehe, noch 
im Aufbau begriffene Fettgewebe zur Plasmalreaktion? 2. Wie 


verhalt sich das fertige, normale Fettgewebe zur Plasmalreaktion, 


Wwenl es beim Menschen etwa durch zehrende WKrankheiten, 
oder ber Tieren durch Hungereimwirkung — zum Abbau gebracht 


wird? Die Beantwortune dieser beiden Fragen war die wissen- 
schafthche Aufgabe, die mir Prof. Dr. Voss im Jahre 1940 
stellte. 


II. Werkstoff und Untersuchungsverfahren 


Zur Untersuchung verwandte ich Fettgewebe von Ratten, Mausen und 
Katzen, Das menschliche Fettgewebe stammte von Hingerichteten, von 
Frischleichen und Feten, Ich untersuchte Fettuewebe im Normalstadium, 
in der Kntwicklung und im Abbau. Das im Abbau_ begriffene Fettgewebe 
erhielt ich von Menschen, die einer zehrenden Krankheit, wie z. B, Tuber- 
lose. Neoplasmen im Rektum und Magen, Diabetes und anderem erlegen 
waren, AuBerdem untersuchte ich Fettgewebe von Hungerratten. 


Ku 


Bis auf zwei Ausnahmen, die ich. um etwaive Unterschiede festzustellen, 
{ 


spater fixierte, wurden simtliche Objekte sofort nach dem ‘Tode in Sublimat- 
Kisessiy fixiert. Dasjenige Fettvewebe, das ich erst mehrere Stunden spiter 
in Sublimat-fisessig brachte, bewahrte ich in Ringerl6suny auf, um es vor 


dem Eintrocknen zu schitzen. 


AuBerdem untersuchte ich noch die Einwirkung von Roéntgenstrahlen 
und Ultraviolettlicht auf fixiertes und unfixiertes Fettuewebe. [ch bestrahlte 
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Fett vom Menschen. Ratte und Maus mit 200 und 300r. Unmittelbar nach 
der Bestrahlung wurde es der Plasmalreaktion unterzogen, 

Das fixierte Fett schnitt ich in kleine Stiicke und brachte es dann etwa 
2 Stunden lang in die fuchsinschweflige Saure, die nach den Angaben von 
Voss (1940) hergestellt wurde. 

Nach Ablauf der Plasmalreaktion in der tuchsinschwefligen Saure 
werden die Stiicke in die Waschfliissigkeit iiberfiihrt. Diese Nachbehandluny 
ist unbedingt 3—4 Stunden lang notig, da sich tiberschiissige fuchsinschwefelige 
Saure leicht in Fuchsin zuriickverwandeln und eine unerwiinschte und zu 
falschen Ergebnissen fiihrende Sekundiarfairbung hervorrufen kann. Die 
Waschfliissivkeit muB in reichlicher Menge zur Verfiigung stehen und jedesmal 
frisch hergestellt werden (200cem Leitungswasser + 10cem = n-HC] und 
10 cem einer 10°/,igen Natriumbisulfitlésung), 

Nachdem die Objekte geniigend ausgewaschen waren, wurden von ihnen 
in den meisten Fallen Zupfpraparate angefertigt. In einigen Fallen wurden 
sie nach dem Verfahren von Heringa in Gelatine eingebettet und mit dem 
(iefriermikrotom geschnitten. Die Formolbehandlung, die zur Hartung der 
(elatine nétig ist, wirkt nicht mehr verandernd auf das Plasmal ein, da dic 
tcaktion ja bereits abgelaufen ist. Vereinzelt kam auch die Paraffineinbettung 
zur Anwendung. Zu diesem Zweck wurde das plasmalyvefarbte Stiick mit 
(‘hromsaure (5°/,) behandelt, um dadurch das Fett schwerer alkoholléslich 
zu machen. Es wird aber bei der Paraffineinbettung durch die Vorbehandlung 
mit Alkohol doch ein Teil der Plasmale gelést. was an der Violettfirbung des 
Alkohols zu erkennen ist. Solche mit Paraffin eingebetteten Plasmalpriparate 
sind also mit Vorsicht zu deuten. Nur positive Reaktionsbefunde lassen sich 
verwerten, negative sind wertlos wegen der eben erwahnten Fehlerquelle. 

Die Gefrierschnitte bzw. die Zupfpraparate wurden in der iblichen Weise 
in Glycerin oder Glyceringelatine eingeschlossen. Die Verwendung von 
(lyceringelatine ist besonders zu empfehlen, da bei dieser Art des Kinschlusses 
die Farbung sich wesentlich linger und besser halt als bei Glycerin. 


III. Untersuchungsbefunde 
A. Normales Fettgewebe 


Normales Fettgewebe soll lier heiben: Fetteewebe, das von 
gesunden, gut genihrten und = plétzlich gestorbenen Individuen 
stammt. Diese Forderungen sind beim Tier leicht zu erfiillen, 
schwerer dagegen beim Menschen. Nur der Hingerichtete erfiillt 
diese Bedingungen, und ich habe deshalb als normales Fettgewebe 
vom Menschen nur das von Hingerichteten untersucht. Sticke 
von solchem Fettgewebe zeigen nach Ablanf der fir die Plasmal- 
reaktion nétigen Zeit keine Spur von Violettfirbung, wihrend sonst 
Organstiicke der verschiedensten Art immer eine schon nuit bloBem 
Auge erkennbare Violettfarbung zeigen. Auch ber mikroskopischer 
Untersuchung lassen sich in der Regel keine Spuren von Plasmal- 
reaktion nachweisen. Weder der Fetttropfen der Fettzellen noch 
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die den Tropfen umhiillenden Plasmaschicht, die ,,.Membran‘‘ der 
Fettzelle, zeigt eine Violettfairbung. Ganz vereinzelt kommen bis- 
weilen an den ,,Membranen‘ leichte Farbungen vor, die also auf 
einen schwachen Plasmalgehalt hinweisen. Ich bin der Ansicht, 
daB solche Stellen mit ganz schwacher Plasmalreaktion im normalen 
Fettgewebe als Stellen eines ganz lokalisierten Auf- oder Abbaues 
im Fettgewebe zu deuten sind. Aber sie sind im normalen Fett- 
gewebe so sparlich, daB man unbedenklich sagen kann: Das normale 
Fettgewebe des Menschen verhilt sich zur Plasmalreaktion vollig 
negativ. 

Die gleiche Feststellung gilt auch nach meinen Untersuchungen 
fiir das Fettgewebe der Maus und der Ratte. Ich will noch erwaihnen, 
daB ich sowohl beim Menschen wie bei den Tieren Fett von ver- 
schiedenen Stellen des Kérpers (Subeutis, Niere und Hoden) unter- 
suchte. Irgendweleche wesentlichen Unterschiede waren nicht vor- 
handen. 

3. Unreites Fettgewebe 


i. Mensch. Zur Untersuchung gelangte Fettgewebe vom 51/,, 
7. 8 und 9monatigen Fetus. 

Beim 51/, Monate alten Fetus wurde das vermeintliche Fett- 
gewebe aus der Nierengegend und aus der Subcutis der Bauchdecke 
genommen. Nach Ablauf der Plasmalreaktion zeigte es schon 
makroskopisch eine sehr deutliche Violettfarbung, die auf das Vor- 
handensein von reichlichem Plasmalgehalt schheBen lieB. Die 
mikroskopische Untersuchung zeigt, daf wir es hier mit einem 
embryonalen Bindegewebe zu tun haben, das sich zum Fettgewebe 
auszudifferenzieren beginnt. Die meisten Zellen sind noch nicht 
abgerundet, sondern zeigen noch die Form der embryonalen Binde- 
vewebszelle. Sie zeigen ein ziemlich stark violett und diffus ge- 
farbtes Cytoplasma, und darin einige besonders dunkelviolett 
vefarbte Stellen, deren Zahl zwischen 2 und 4schwankt. AuBerdem 
sind noch vereinzelt Zellen vorhanden, die eine rundliche Form 
besitzen, und ganz homogen dunkelviolett gefiairbt sind. Es durften 
dies wohl diejenigen Zellen sein, bei denen die einzelnen Fetttrépfehen 
bereits zu einem einheitlichen Tropfen zusammengeflossen sind. 
Das Fettgewebe des 7 Monate alten Fetus stammt ebenfalls aus 
der Nierengegend und aus der Subeutis der Bauchhodhle. Die 
mikroskopische Untersuchung zeigt, daB es sich hier in struktureller 
Hinsicht bereits um ein typisches Fettgewebe handelt. Alle Zellen 
hegen als rundliche Gebilde dicht zusammen und entsprechen dem 
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bem 54/, Monate alten Fetus als Ausnahime beschriebenen 'Typus. 
Mustert Inman ein Stiiek Fettgewebe von diesem Entwicklungs- 
stadium unter dem Mikroskop durch, so sieht an in sich ge- 
schlossene plasmalpositive und plasmalnegative Bezirke neben- 
einander. Alle Zellen der plasmalpositiven Bezirke sind homogen 
und intensiv gefairbt, die ..Membranen’ etwas starker als der von 
ihnen umsehlossene Inhalt. Kinzelne am Rand der plasmalpositiven 
Herde gelegenen Zellen zeigen eine minder starke Reaktion als die 
der Innenzone. Es wurden verge, aber unwesenthehe Unter- 
schiede zwischen dem Verhalten des Nieren- und des Bauchdeeken- 
fettes gefunden. 

Das subeutane Bauelfettgewebe eines S Monate alten Fetus 
zeigt bereits ell wesentlich andere s Aussehen. Die eben besehrie- 
benen, groBen positive: Herde sind wesentheh kdemer geworden, 
und zeigen eine sehr deuthiche Farbabschwichung. Der Fetttropfon 
in den Zellen ist nur noch ganz wene gefairbt, wahrend sich die 
dunkle Farbe der .Membranen ’. allerdings nur an wenigen Zeller, 
noch erhalten hat. Die positiven Zellen hegen nur noch in kleimen 
Gruppen zusammen und dhnehr weeen der violetten Farbe der 
..Membranen’, und der fast vOlligen Farblosigkeit ihres Inhaltes 
dunkelviolett umrandeten Kroison. Der Ubergang zu den negativen 
Stellen ist ganz unvermittelt. Jedoch fiiden sich im ungefirbten 


Gewebe noch ganz schwach getirbte Zellen, die sich wenig von der 
. 


i 
plasmalnegativen Umeebung abheben. Thre ,.Membranen* besitzen 
noch leichte Violettfirbung, wihrend der letttropfen ganz frei 
davon ist. [im Vergleich zum Fettgewebe des 7 Monate alten Fetus 
ist also ein starkes Schrumpfen der plasmealpositiven Bezirke wod 
auch eine Farbabschwiichune, d.h. also eine Plasmalverminderung 
eingetreten. 

Das Nierentfett dieses Fetus bietet im weseutlichen das glerche 
Bild, nur ist hier das Fett in den Zellen noch etwas stirker gefirbt 
als um subcutanen Fett. Auch die .Membranen sind noeh alk 
violett gefiirbt und die positiven Gewebsbezirke sind eréBer als im 
Subcutanfett. Die Abnahine des Plasmaleebaltes mit zanehmendem 
Alter geht im Nierenfett offenbar etwas langsamer vor sich als im 
subcutanen Fettgewelx 

Das Fett des 9 Moneie alten Fetus ist der Plasimalreaktion 
vecenuber volhe neatly. Die Kettzellen isprechen senau dem 
bereits beim normalen Fetteewebe des Erwachsenen beschriebenen 
bilde und zeigen ketmerler Spuren einer Violett firbung, d. hl. also 


emes Plasmaleehaltes. da kemem Falle, weder im subcutanen 
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Bauchfett noch im Nierenfett waren positive Stellen vorhanden. 
Selbst die .,Membranen‘S waren ohne Anfarbune. 

2. Unreifes Fettgewebe der Maus. Das Fettgewebe 
wurde aus der Schultergegend und aus der Fettkapsel der Miere 
cenommen, und zwar von Tieren folgenden Alters: '/, Tag, 14/s, 
» und $ Tage. 

Einen halben ‘Tag nach der Geburt zeigt das Fettgewebe der 


Maus ein aihnliches Ausschen wie das des 54/,monatigen Menschen- 


. 
. 


» 
) 


fetus. Das vermeintliche Fettgewebe zeigt makroskopisch im 
Stuck starke Violettfiirbung. Ber mikroskopischer Untersuchung 
stellt sich aber heraus, daB es hauptsiichlich aus stark plasmal- 
positiven, Bindegewebszellen besteht. Nur vereimzelte abgerundete 
Fettzellen sind vorhanden. Sie sind gleichmibic und stark gefarbt. 
ln den noch nicht ganz abgerundeten Zellen finden sich kleine, sehr 
stark violett gefarbte, kreisrunde Flecken, die sich deutlich gegen- 
einander abheben. Das Fett aus der Schulter- und Nierengegend 
zeigen den gleichen Befund. 

Bei der 14/,tigigen Maus ist die Entwicklung des Fettgewebes 
schon sehr viel weiter cediehen. Die Bindegewebszellen sind nur 
noch vereinzelt vorhanden und legen mitten zwischen fertig ent- 
wickelten Fettzellen. In diesen sind die ,,Membranen* und die Fett- 
tropfen stark violett gefarbt. Fast das ganze Gewebsstiick zeigt 
positive Reaktion, es sind nur vereinzelte negative Stellen vor- 
handen. Am Ubergang von gefirbten zu ungefiirbten Stellen zeigen 
die peripheren Zellen wieder eine cgermge Abblassung des Zell- 
inhaltes, so daf& der Ubergang fast ats flieBend bezeichnet werden 
kann, 

Ber der 3 Tage alten Maus ist Zahl nnd Umitang der positiven 
Stellen etwa ebenso orols wie die der negativen, iT Aentrum dor 
positiven Herde sind die Fettzellen tiefviolett gefarbt und nach 
den AuBenbezirken za nimauat die Farbe immer mehr ab. Hier sind 
nur noch dic ,,Membranen* leicht vefiirbt, der Zellinhalt farblos. 
ln den negativen Bezirken sind anel die Membranen farblos ge- 
worden. 

Die 5 Tage alte Maus besitzt im threm Fettuewebe fast mur 
noch negative Herde. Gefirbte Stellen sind nur in ganz geringer 
Aahl vorhanden. 

Ber der 8 Tage alten Maus ist der Befund véllig negativ. Hs 
id keimerler violettaefirbte Stellen mehr vorhanden. 
>. Unreifes Fettgewebe der Ratte. Das untersuchte 
ettgewebe stamimte von 1,, 2, 31/,, 5 und 9 Tage alten Tieren. 
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Es zeigten sich bei diesem Tier ganz ahniiche Bilder wie bei der 
Maus, so daB von einer Beschreibung der Einzelbefunde Abstand 
genommen werden kann. Bei der 9tagigen Ratte sind alle Zellen 
farblos geworden oder mit anderen Worten: Die friiher in den 
Zellen vorhandenen Plasmale sind restlos verschwunden. 

4. Fettgewebe der Katze. Das Fettgewebe der Katze 
stammte von 1, 2,8 und 5 Tage alten Tieren und von verschiedenen 
K6érperstellen. Im Gegensatz zu den Befunden bei Maus und Ratte, 
bei denen das Fettgewebe noch mehrere Tage nach der Geburt 
plasmalpositiv war, ist bei der Katze beim 1 Tag alten Tier kaum 
eine Violettfarbung vorhanden. Die Zellen sind vollkommen 
abgerundet und zeigen nur ganz vereinzelt einen leicht bliulichen 
Farbton. Es hegen immer einige solcher Zellen zusammen, so daB 
man auf das frihere Vorhandensein gréBerer Herde schlieBen 
koénnte. Beim 2 und 3 Tage alten Tier verheren sich auch die 
letzten Plasmalspuren, so daB das Fettgewebe der 5 Tage alten 
Katze ganzlich negativ ist. Offenbar ist der nur noch geringe 
Plasmalgehalt des Fettgewebes der Katze darauf zuriickzufiihren, 
daB die intrauterine Entwicklung der Katze vollkommener ist, 
und sie ja wesentlich gereifter geboren wird als Maus oder Ratte. 


C. Im Abbau begriffenes Fettgewebe 


Das no Abbau bevriffene Fettgewebe stammt von Menschen, 
die einer zehrenden Krankheit erlegen sind und von Hungertieren. 
Vom Menschen wurden folgende Fille untersucht: 

1. 27jahrige Phthisikerin, die vollkommen abgeimagert starb. 
Das Fett wurde unmittelbar nach dem Tode aus der Nieren- und 
Herzvegend entnomimen. In der Bauchdecke war kaum noch Fett 
vorhanden. Im Gegensatz zum Fettgewebe eines etwa_ gleich- 
altrigen Hingerichteten zeigte sich hier nach Beendigung der 
Plasmalreaktion bereits makroskopisech eine leichte Farbung. 
Unter dem Mikroskop findet man gréBere, stark plasmalpositive 
Herde, die ohne Ubergang an die negativen Stellen grenzen. Es 
ist ungefahr dic gleiche Anzahl von gefarbten und ungefairbten 
Zellen vorhanden. GréSBe und Anordnung der plasmalpositiven 
Herde sind sehr versechieden. Kinmal sind sie groB, so daB sie das 
vesamte Gesichtsteld bei schwacher VergréBerung ausfiillen. cin 
andermal nelimen sie nur geringe Teile davon ein. 


2. 48jaihriger Mann mit imoperablem Magenecarcinom. Er 
konnte kaum Speisen zu sich nehmen und war stark abgemagert. 
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Es wurde Fettgewebe von verschiedenen Korperstellen untersucht. 
Das Verhalten des Fettgewebes ist ahnlich wie in dem vorigen 
Fall, nur mit dem Unterschied, da8 die plasmalpositiven Herde 
kleiner und noch nicht so stark gefarbt sind. Der Ubergang zu 
den negativen Stellen ist wiederum unvermittelt. In diesem Falle 
ist das Fett aus der Bauchdecke wesentlich stirker positiv als das 
aus dem Nierenlager. Die Herde sind gréBer und tiefer violett 
vetirbt. 

3. Zur tWontrolle wurde noch das Fett eimes gutgenahrten 
72jahrigen Apoplektikers untersucht, das sich aber zur Plasmal- 
reaktion vollkommen negativ verhielt. 

4. Hungertiere. Es wurden hierzu Ratten verwandt, die 
|—6 Tage nur mit Wasser ernahrt wurden. 

Nach 1 Tag Hunger wurden am Fett noch keinerler Verinde- 
rungen festgestellt. 

Nach 2 Tagen trat an manchen .,Membranen‘ eine leichte bis 
mittelstarke Violettfairbung ein. 

Nach 3 Tagen waren bereits eimzelne Fettzellen deutlich 
positly. 

Nach 4 ‘Tagen Hunger nahm die Zahl der positiven Zellen zu. 
Kis waren alle Uberginge in der Stirke der Farbung vorhanden, 
so daB sich der Farbton bis zur negativen, giinzlich ungefirbten 
Zelle, fheBend fortsetzte. Auch die ungefarbten Zellen waren 
ausnahmslos verdindert. Sie waren nicht mehr klar und hell, 
sondern deutlich getribt. 

Nach 5 Tagen waren nahezu alle Zellen tief violett gefarbt. 
Die Mehrzah! der eben erwahnten getribten Zellen war stark 
positiv geworden. Bei starkerer Vergr6Berung fand man in ein- 
zelnen Fettzellen dunkelviolette Granula, wie sie schon einmal 
beim 51/,monatigen Fetus erwihnt wurden. Ber emer Ratte, die 
nach 6 Tagen Hunger starb, konnte Fett nicht mehr mit Sicher- 
heit naechgewiesen werden. 

Zusammenfassend JaBt sich also folgendes Untersuchungs- 


ergebnis feststellen: Befindet sich Fettgewebe im Abbau — beim 
Menschen durch zehrende Krankheiten, bei Tieren experimentell 
durch Hunger hervorgerufen. — so wird es plasmalpositiv, d. h. 


es treten in ihm Plasmale oder Acetalphosphatide auf, von denen 
das normale Fettgewebe ganz frei ist. 

Ferner wurde noch in eimigen Versuchen Fettgewebe mit 
Rontgen- und Ultraviolettstrahlen behandelt und dann das Ver- 
halten zur Plasmalreaktion gepriift. Es ergab sich, daB bei Be- 
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strahlung mit 200r kawin Anderungen und ber 800 r in einigen 
Fallen stellenweise Violettfarbung der ..Membranen‘ eimtraten. 

Ultraviolettstrahlen wirkten nicht veriindernd auf das Ver- 
halten zur Plasmalreaktion. 


IV. Erorterung der Untersuchungsergebnisse 


1. Aus den Untersuchungsbefunden geht hervor, da sich 
normales Fettgewebe (Neutralfett) des Menschen, der Ratte und 
der Maus zur Plasmalreaktion véllig negativ verhalt. Es wurden 
Kontrollpriiparate nach den verschiedenen, eingangs erwihnten 
Methoden angefertigt, die immer wieder das gleiche negative Er- 
gebnis brachten. Man kann wohl infoleedessen sehhefBen. daB in 
den Fettsubstanzen der Fettzellen keim Plasimalogen vorhanden 
ist, von dem durch Sublimat der Aldehydanteil, das Plasmal ab- 
vespalten werden kénnte. 

2. Das im Aufbau befindhiche Fettgewebe liefert je nach 
seinem Entwicklungsgrad positive Reaktion. In den Anfangs- 
stadien ist die Plasmalfarbung stark positiv: mit) zunehmenderm 
Alter ist ein Riiekgang in der Farbunge festzustellen, bis schheB- 
lich unter der Bildung von Neutralfett die Fettzellen giinzlich 
farblos werden. Es handelt sich also um Abnahme der Plasmale 
in der reifenden Fettzelle. Beim Menschen sptelt sich die Tnt- 
wicklung intrauterin ab (Feten von 6—9 Monaten), ber der Maus 
und der Ratte im AnschluB an die Geburt (1.--4. Tag). Beir der 
Ratte wurden alle Stadien von der Geburt bis zum Alter von 
14 Tagen untersucht. Es konnte daher genau die systematische 
Abnabme des Plasmalfiirbbarkeit mit zunehmendem Alter beob- 
achtet werden. Beir der neugeborenen Katze sind positive und 
negative Zellen vorhanden, bis schheBheh ber der 3- und 5tagicen 
alle negative Reaktion liefern. Es richtet sich also ganz nach der 
Schnelhekeit und dem Grad der intrauterinen Entwieklung oder 
der post partum, wie sich das Fett zur Plasmalreaktion verhalt. 

3. Das im Abbau befindliche Fettgewebe zeigt umeekehrten 
Befund wie ber der Entwicklung: je mehr das Fettdepot schwindet, 
desto stirkere Plasmalreaktion tritt em. tm Gegensatz zum nor- 
malen Fett des Erwachsenen ist deuthche Violettfarbune vor- 
handen. Das Fett stammte von abgemagerten  Frischleiche 
(Tuberkulose. Magenearcinom) und von Hungertieren. Hs handelte 
sich ber den Untersuchunesobjekten tatsachlich win eme Re- 
sorption des Fettes, da das Fettdepot mit zunehmender Zahl der 
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Hungertage abnahm. Bei der Ratte mit 8 Hungertagen waren 
bereits eimige Herde im Fettgewebe positiv, wiihrend sich bet 
5 Hungertagen das ganze Fett violett firbte. Abhnlich verhielt es 
sich ber den beiden Frischleichen, die einer zehrenden Krankheit 
erlegen waren. Die Phthisikerin war mehr abgemagert als der 
Patient mit dem Magenearcinom und hatte auch entsprechend 
stiirkere Plasmalreaktion in ihrem Fettgewebe. 

Diese topochemischen Befunde weisen darauf hin, da viel- 
leicht der chenusehe Auf- und Abbau von Neutralfett, das selbst 
plasmalnegativ reagiert, uber plasmalpositive Stadien und damit 
iiber Plasmale geht. Hierzu erwiihnte ich bereits im der Ein- 
leitung, dafi Plasmale Acetalphosphatide darstellen, an die ein 
jeweils hoherer Aldehyd gebunden ist. Offenbar steht die Int- 
wicklung des Fettgewebes bis zum Neutralfett und sem Abbau ta 
engstem Zusammenhang mit dem Vorhandensein der Plasmale, dic 
nut Phosphatiden verwandt sind. Nach Jost (1931) kann der 
Aufbau selbst héherer Fettsiuren im Verbande des Phosphatid- 
molekils erfolgen, so dai die Kinbeziehung der Acetalphosphatide 
durchaus moéelich ist. 

Meine Untersuchungen uber die Verinderungen, die RéGntgen- 
bestrahlung im Chemismus des Fettgewebes bewirkt, sind nicht 
so eingehend und uimfangreich, dai sie schon sichere Befunde 
darstellen. Teh habe sie auch nur erwiihnt, um damit vielleicht 
eme Anresune zu weiterer Untersuchung in dieser Riechtung zu 
sehen, 


V. Zusammenfassung 


Ks wurde Fettgewebe vom Menschen, Katze, Ratte und Maus 
auf das Verhalten zur Plasmalreaktion gepruft. 

I. Normales Fettgewebe (Neutralfett) verhalt sich zur Plasmal- 
reaktion vollig negativ. 

2. Fettgewebe, das im der Entwicklung steht, ist so lange 
plasmalpositiv, bis es Neutralfett wird. In den Anfangsstadien ist 
die Plasmalfarbung sehr stark. Mit zunenemdem Alter setzt eim 
Riickgane ein, bis schheBlich ber der Bildung des Neutralfettes 
die Farbbarkeit ginzlch verschwindet. 

3. fm Abbau befindliches Fettgewebe vorhalt sich zur Plasmal- 
reaktion um so positiver, Je mehr das Fettgewebe schwindet. 

$. Die topochemischen Befunde ergeben, daB der chemische 
Auf- und Abbau von Neutralfett, das selbst plasmalnegativ ist, 
her Plasmale -= Acetalphosphatide geht und machen es wahr- 
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scheinlich, dab die intermediéire Phosphorvherung vielleicht mit 
den Plasmalen verbunden ist. 

5. Einwirkungen von Rontgenstrahlen auf Neutralfett andern 
sein Verhalten gegeniiber der Plasmalreaktion insofern, als teil- 
weise bei den zur Verwendung gelangten Roéntgendosen eine posi- 
tive Reaktion in schwachem AusmaB auftritt. 

(Von den Priparaten des Fettgewebes des Tmonatigen Fetus, 
des 8monatigen Fetus, der 31/,tiyigen Ratte und der Ratte mit 
4 Tagen Hunger wurden Buntbilder angefertigt; sie befinden sich 
bei Prof. Dr. H. Voss, Direktor der Anatomischen Anstalt Posen.) 
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Kin Apparat zur fraktionierten Destillation 
hochsiedender Stoffgemische im Hochvakuum 
und seine Anwendung auf die Destillation der Methylester 
ungesattigter Fettsiuren 
aus den Glycerinphosphatiden des Menschengehirns 
Von 
Karl Schuwirth*) 


Mit 5 Figuren im Text 


Ans dem Physiologisch-chemischen Tnustitut der Universitit Koln 


Der Schriftleitung zugegangen am 5, November 1942 


Klenk?) berichtete seinerzeit tiber einen Apparat, welcher 
die weitgehende T'rennung von Estergemischen natiirlich vor- 
kommender Fettsiurehomologen unter Anwendung nur geringer 
Materialmengen im Verlauf einer einmaligen Destillation bei einem 
Vakuum von 107! bis 107* mm Hg ermdglicht. Sein Prinzip be- 
ruht darauf, daB das iiber eine kleine Kolonne fraktionierte 
Destillat durch eine mit Hilfe eines eingeschobenen Platindrahtes 
mehr oder weniger verschlieBbare Kapuillare abfliebt. Diese An- 
ordnung gestattet eine weitgehende Regulierung der Destillations- 
geschwindigkeit. Durch Verbindung der Apparatur mit einer 
beheizbaren Widmerkolonne wurde ihre Fraktionierwirkung nach 
einer Mitteilung von Klenk und Schuwirth?’) spiter noch ver- 
bessert. 

Aus einem Fettsinuregemisch, das aus den Cerebroglucosiden einer 
Gauchermilz gewonnen war, konnte Klenk®*) mit ihrer Hilfe neben etwas 
Palmitin- und Stearinsiure reine Behen- und Lignocerinsiure isolieren. Mit 
dem ersten Modell ohne Widmerkolonne zerlegte Rennkamp‘) ein Gemisch 
der Methylester der Azelain- und Sebacinsdure in seine Bestandteile. 


Bei einer Untersuchung iiber die ungesittigten Fettsiuren 
der itherléslichen Glycerinphosphatide des Gehirns ergab sich 
der Wunsch, iiber eine entsprechende bei noch héherem Vakuum 
benutzbare Apparatur zu verfiigen. Das bisherige Modell war 


Durchyvefiihrt mit Unterstiitzung des Reichsforschungsrates. 
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dazu wegen des verhiltnismibig kleinen Querschnitts der Saug- 
leitungen ungeeignet. Daher wurde unter Beibehaltung des Prin- 
zips eine neue Apparatur geschalfen, welche die Destillation unter 
Anwendung einer Quecksilberdiffusionspumpe gestattet und die in 
ihrer sonstigen Leistungsfiihigkeit den friiheren Modellen ent- 
spricht. AuBerdem besitzt sie insofern einen wesentlichen Vor- 
teil vor den iilteren Konstruktionen, als das von der Kapillare 
abtropfende Destillat unmittelbar in die Auffanggliischen gelangt, 
wodurch die Gefahr einer nachtriiglichen Vermischung einzelner 
Fraktionen in dem friiher zwischengeschalteten Sammelrohr ver- 
mieden wird. 

Klenk und Sehumann”) trennten mit diesem nenen Apparat aus 
den Estern der aus Gehirnecerebrosiden dargestellten Fettsfiuren n-Hexa 
cosensiiure ab. 

Das spiiter beschriebene neue Geriat wurde zur Durchtiihrung 
zweier Fraktionierungen von Estergemischen ungesiittigter Fett- 
situren aus den iitherléslichen Glycerinphosphatiden des Menschen- 
vehirns unter Verwendung des gleichen Ausgangsmaterials mii 
dem aus Tab. 1 ersichtlichen Ergebnis benutzt. 


Tabelle 1 





Zusunmensetzung des Fettsiuregemisehs in” 
OFF ti. U,, U, oy 
Destillation 1 6 16,2 16,3 28,¢ J 
Destillation 2 3.0 53,2 15,8 26,7 1.1 





Die Abtrennung der C,,...- und C,,...-Siiuren gelingt, wie 
sich aus den in Tab. 2 wiedergegebenen Analysendaten ergibt, 
leicht. Die C,,...-Siuren lassen sich infolge ihrer geringen Menge 
schlechter herausfraktionieren. Sie sind bei einer einmaligen 
Destillation nicht als reine Fraktion zu erhalten. Die Abtrennung 
der U,,...- und (,,...-Siiuren gelingt dagegen wieder mit aus- 
reichender ‘Trennschirfe. 

Zu den Mengenangaben der getundenen C,,...-Siiuren ist zu be 
merken, dab nach dem eingeschlagenen Verfahren die Bereehnung der 
Zusammensetzung der einzelnen Fraktionen aus dem analytisch ermittelten 
Aquivalentgewicht unter der Annahme erfolgt, da’ in jeder Fraktion jeweils 
nur zwei durch die Liinge der C-hette unterschiedene Gruppen yon Siiuren 
enthalten sind, eine Voraussetzung, welche infolee der geringen im Aus- 
gangsmaterial enthaltenen Menge der C,,...-Siiure nicht erfiillt ist. Infolge 


dessen sind die gefundenen Mengen der C,, .. .-Siiuren als zu hoch anzusehen. 
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Das Gesamtergebnis stimmt mit entsprechenden von Klenk") 
seiner Zeit erhobenen Befunden iiberein, obschon die Versuchs- 
hedingungen voneinander abweichen. NWlenk benétigte fiir seine 
Destillation eine etwa 4fache Materialmenge und hydrierte die 
ungesiittigten Siiuren vor der Destillation. Die Fraktion seiner 


ungesiittigten Siiuren (123.0 2) bestand aus 3.3°/,) C... .-, 56,29 

{ } 4} 1} 
Ce) ee ae a a und 28,1 ' 9 Uso-+-couuren. Die von 
ihm erhaltene (,....-Siure sieht er als infolge unvollkommener 


\btrennung in die Fraktion verschleppte Palmitinsiiure an. 

In der ersten Fraktion der beiden Destillationen wurde erst- 
malig eine ungesiittigte C,,...-Siiure, wahrscheinlich Palmitolein- 
siiure, in geringer Menge in den Glycerinphosphatiden des Men- 
schengehirns nachgewiesen. In der letzten Fraktion wurde eine 
C,,...-saure erhalten. Sie stammt mdglicherweise aus dem bei 
der Spaltung vorhanden gewesenen Protagon |vgl. Klenk®)], 

Der aus ‘Tab. 1 ersichtliche Unterschied in der Menge der 
gefundenen C,,... -Siiure erkliirt sich dadurch, daB bei der zweiten 
lyestillation der Versuch intolge eines Untalls kurz vor der Be- 
endigung abgebrochen werden mubBte. 

Die Fraktionen Nr. 1 beider Destillationen enthalten eine 
spoBere Menge unverseifbarer Substanz. Ks handelt sich dabei 
lun eine ungesittigte Verbindung (Jodzahl 84,2), welche eine stark 
positive Aldehydreaktion mit fauchsinschwetliger Siiure ergibt. Sie 
enthiilt keime freie Carboxvigruppe. Danach und auf Grund yon 
Polymerisationserscheinungen, welche beim Aufbewahren eintraten. 
mochte ich sie fiir einen Aldehyd halten. Ob sie in Beziehung 
zu der von Feulgen’ entdeckten Gruppe der Plasmale steht, 
konnte vorerst noch nicht ceklirt werden, (Jualitative Priifungen 
der KEsterfraktionen fiihrten bei allen Fraktionen mit fuchsin- 
schwetliger Siiure zu stark positiven Aldehydreaktionen. Ver- 
schiedene Fraktionen der zweiten Destillation wurden deshalb nach 
Feulgen und Griineberg> auf ihren Aldehydgehalt untersucht. 
Die Bestimmungen ergaben bei Berechnung des Aldehyds als 
Palmitinaldehyd fiir einige Fraktionen héhere Aldehydgehalte 
Tab. 3). als der Menge des abtrennbaren Unverseifbaren entsprach. 
Dieser Widerspruch ist noch zu klaren. Leider gingen die Sub- 


stanzen infolge elnes zeitbedingeten MiBbseschickes verloren. 


Experimenteller Teil 


1. Beschreibung der Apparatur. [ie Wonstruktion der Appa- 
ratur ist aus den Figuren 1 und 2 ersichtlich. Sie besteht aus 


Honne-Bevler'a Zeitschrift {. phys Cts \- = 1] 
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einer Destillationskolonne U1) (Fig. 2. welche durch ein kapillares 
Ablautrohr( 2) mit dem Autfangteil(() verbunden ist. Die Destilla- 
tionskolonne konnte unter entsprechender Abiinderung der Auben- 
mabe der bisherigen Apparatur entnommen werden, so daB aut 
Kinzelheiten in der Bauweise zum Teil auf die bereits erwithnte 
\rbeit von Klenk und Schuwirth?) verwiesen werden kann. 





4 





% 


Die Mantellinge der Widimerkolonne betriigt 25 cm, die Auben- 
durchmesser ihrer einzelnen Miintel sind: AuBenmantel 5 em. 
Mittelmantel 3.5 cm. Innenmantel 2.0 Gm. Der Mittelmantel ist 
an seinem oberen, der Innenmantel an seinem unteren Uintange 
init kranzformig angeordneten Offnungen von 3—4 mim Durch- 
messer versehen, Lie Kntterniune des Destillationskolbens Vou 
unteren Mantelrand der Kolonne soll zur Vermeidung yon Wiirme- 
verlusten moglhichst kurz gehalten sem. Der Heizmantel besteht 


aus: ZY) imnelnander veschobenen (lasrohren Von 5D bh: an. & Cm 
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» 


Durchmesser und je 32.em Liinge. Die Aufbringune des Heiz- 
drahtes geschah wie friiher, 





a 
Om 
/ 
a 
¥ [ 
s A } 
2 | ‘ 
4 
if \——= Ft ae RS 
0 6 ee oF 


; | 
{ | 1 | | it | 
\ m 4 I | 
ei A ia | tr | 
| } my ia + 
“alr A 
420 } aT: —s q f | 














| ‘| rie | 
iit | 
| 16 Pel, 7 | | It 
4 { | | 
i | it 
th j . 
H { Lit | 
| Hye Ody dE | 
| Nae 
5 | } } . i 
Vi esi iE I 
‘ 
} 


SS CoS 


In Cine Kenitternung von etwa 3S em vom oberen Hide des 
Kolonnenmantels ist an dem nach oben heraustiihrenden Rohre (1 
ere Kapillare By von etwa Tomi iwenrestens O.7 nm) innerem 
und etwa fi Titi nuberem Durchmesser angeschimolzen, Ls) ohere 


inde der Wapillare mibndet oon To omit Hilte emer klernen trichter 
i 
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formigen Erweiterung. In diesem ‘Trichterchen soll sich das hon- 
densat zum Ablauf in die Kapillare sammeln. Die richtige Kon- 
struktion dieser Stelle ist fir ein einwandtreies Arbeiten der 
Apparatur wesentlich, da sonst das Kondensat seitwirts in die 
Kolonne zuriicktlieBt. Die gesamte Kapillare einschheBlich der 


lang und endet innerhalb 


trichterformigen Erweiterung ist L2 cm 
des Auffaneteiles ((’). wobei sie 1 em weit in diesen hineinrast. 
lhr Ende ist zu einer kleinen, senkrecht nach unten gerichteten 
Spitze dusgezovren. Die FaANZEe Fronttliche der Kapillare ist selt- 
lich etwas gewulstet, damit das Destillat zwangsliufig zu dieser 
Abtropfspitze hingeleitet wird. Die Kapillare mub imnerhalb des 
Auffangteiles ohne Richtungsiinderung schriig abwiirts lauten und 
darf auf keinen Fall nach ihrem Durehtritt durch die Wandung 
von (' in die Wagerechte iibergehen, da sonst das Destillat lings 
der Kapillarwandung zur Innenwand des Auffangteiles hiniiber- 
kriecht und verloren veht. Die Kapillare ist, soweit von auBben 
zugiinglich, wie bei den fritheren Modellen mit Hilfe eines aut- 
cewickelten Heizdrahtes beheizbar. 

Weiter sind das aus der WKolonne aufsteigende Rohr Lo und 
der Auffangteil (() durch ein an 1 moglichst hoch angeschimol- 
zenes gebogenes Rohr (2; vom gleichen Durchmesser wie 1 ver- 
bunden. Dieses Verbindungsstiick dient zur Gasabfuhr aus Nho- 
lonne und Destillationskolben ber der Evakwierung, wodurch ei 
storender Gasstrom, welcher das in der WKapillare befindliche 
Destillat herausschleudern und verspritzen wiirde, yermieden und 
eleichzeitig eine gleichmiibige Verteilung des Vakuums iiber die 
ganze Apparatur erzielt wird, Gegeniiber der Miindung von 2 in 
1 ist ein Mantelschlitf (3) angebracht. welcher den Anschleb eimer 
Geiblerréhre zur Kontrolle des Vakuums gestattet. 

Der Auffangteil ((’) besteht aus einer 16cm hohen Glasglocke. 
welche am unteren Ende einen Mantelschlitt (55/10 Din) zum An- 
schluB der Quecksilberdiffusionspuinpe besitzt. In die Nhuppel 
dieser Glocke ist ein kleiner Mantelschlitf eimgesetzt, der mit 
einem Schlittstopfen verschlossen wird. Letzterer (Ifig. 2. Nr. 4: 
Hig. 3) lhutt unten in emen 38mm dicken und 30 mm langen 
Glasstab aus. Uber den Glasstab wird cine fest eingepabite 
Spiralteder aus Federstalidraht (Fig. 2 Nr: 5) eeschoben, die ain 
unteren Ende mit einem Stahlstab von 3 mm Dicke und 210 tim 
Liinge verbunden ist (Mig. 2 Nr. 6). Dieser Stab ist im die Boh- 


rung eines Messingrohres genau cingepabt, an welchem ein kleine) 
Metallteller betestigt ist Fig. 2 Nr. 7: Pig. 4). Die Konstruktion 
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dieses Tellers ist aus der beigefiigten Zeichnung zu ersehen. Er 
tragt auf seinem Umtang gemiiB Fig. 2 Nr. 8 kleine mit Ausgub 
versehene Priparatengliischen von etwa 1.2 cm fiuberem Durch- 
messer und 3 em Hohe. Ein Kreuzstiick (fig. 2 Nr Ta: Fig. 4) 
hilt die ganze Vorrichtung im Inneren des Autfangteiles in senk- 
rechter Lage fest. eine Klemmschraube (Fig. 2 Nr. 7b) gestattet 
die richtige Hoéheneinstellung des Tellers im Auffangteil. So 
lassen sich beim Wechsel der Vorlagen die einzelnen Auttfang- 
gliischen immer genau unter die Abtropftspitze der Kapillare bringen, 
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Da ber Verwendung ungeeigneter Kette die groben Schliff- 
Niichen leicht festbacken*), wurde der Auttangteil ©) statt mut 
einem Mantelschlitf bei sonst gleicher Ausfiithrung auch unter 
Verwendung der yon der Firma Schott & Gen, Jena, heraus- 
vebrachten Planschlitte, nnd ZWar aus den serlenmiibie her- 
vestellten Preblingen Nr. PS 55 aus Duranglas entwickelt (Fig. 5), 
Durch das Entgegenkommen der genannten Firma gelang es, den 
Apparat ganz aus Duranglas herzustellen. Auch im dieser Form 
hat sich die Apparatur bewihrt. Die Schlitfe sind immer leicht 


Dieses Festbaekem trat mieht em ber Anwendtne des von der Firman 
Ive vhboldt's Nachtoleer, Oly herovestellten Petts - 








bod harl Sehuwairth, 


zu ottnen und die Gefahr eines durch ruckweises Offnen der 
Schlitfe eintretenden Verlustes an Destillat ist geringer. Sie halten 
trotz des hohen Vakuums gut dieht. zumal man hier die Sehliti- 
tliichen etwas einfetten kann. Der Verschlubi erfolet nach den 
Angaben der Herstellerfirma. Ein gewisser Nachteil der An- 
fertigung aus Duranglas legt allerdings darin, daft die Apparatur 
infolve ihres Gewichtes leicht unhandlich wird. 

2. Arbeitsweise der Apparatur. Vor dem Zusammenbau wird 
in cie Kapillare ein Platindraht von geeigneter Dicke (etwa U,41mm., 
welcher beiderseits etwas itiber die Enden der Wapillare hinaus- 
ragt. eingefiihrt. Der geeignete Querschnitt dieses Drahtes mub 
durch Vorversuche ausprobiert werden, Normalerweise soll «dic 
Destillationsveschwindigkeit so cinreguliert werden, dab in 1 Stunde 
etwa 1 ¢ Destillat erhalten wird. Das innere Rohr der Widmer- 
kolonne wird zur VeregréBerung der Obertliche wie durch die 
Schraftierung in Fie. 2 angedeutet, mit kleinen 0,5 min dicken 
Glasringen von 5 mim Durchmesser angefillt. Die Fiillhéhe be- 
triigt etwa °/. der Mantelliinge. Nach Einstellung des benétigten 
Vakuums wird der Heizmantel auf eme  yoraussichthich etwa 
10 20" unter dem Iondensationspunkt des zu destilherenden 
Stoties liegende Temperatur vorgewirmt.  Erst dann wird anit 
der Beheizune des Destillationskolbens begonnen. Wihrend der 
Destillation wird die Temperatur des Heizmantels so nachreguhiert, 
edab das in der Kolonne betindliche Thermometer stets etwa 10” 
mehr anzeiet als das un Heizmantel. GréBere Mengen Destilla- 
lionseut kann man nach einiger Chung an Hand der im Inneren 
der Kolonne gelessenen Pemperatur fraktionieren. Dieses Thermo- 
meter wird jedoch stark von der ‘Temperatur des Heizmantels 
tit beeintlabt und die auf ihm abgelesenen Temperaturen ent- 
sprechen nicht etwa den Siedepunkten der Fraktionen. Besser 
werden, vor allem bei der Destillation kleiner Substanzmengen, 
moghichst cleichmibige Mengen abdestilliert und die einzelnen Frak- 
tionen spater aut ilire Zusamimeusetzung untersucht. Wenn sich die 
Destillation dem Ende niihert, geht man mit der Temperatur des 
Heizmantels hoher, so dat seine ‘Vemperatur zum SchluB héher 
hegt als die Temperatur im Inneren der Kolonne. So wird das in 
dey Kolonne befindliche londensat ebentalls noch iiberdestalliert 
und der Destillationsriickstand verhiltnismibBige klein gehalten. 
dung der Apparatur zur Destillation der Methylester 


von aus as SNe des Menschengehirns gewonnenen 
ungesattigten Fettsauren. Pie zur Untersuchung verwandten 


(;lycerin- 
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phosphatide wurden dureh Acetonfiilling des nach vorautgehender Eatrak 
tion mit Aceton er idtenen Atherextraktes aus Menschengehirn in) der 
institutsiiblichen Weise gewonnen"). Die Gehirne entstammten Sektions 
material, das mir in dankenswerter Weise vom Pathologischen Institut der 
Universitit N6ln iiberlassen wurde. Es handelt sich dabei um = pathologisch 
nicht veriindertes Material. Die isolierten Phosphatide wurden nach frither 
angegebenen Verfahren analysiert | 


(sef. P 3.76 ese (r:iveerm 53 (ralaktose 


150 ¢ Phosphatid wurden nach Klenk!!) in iitherischer Lo6- 
sung ber Zimmertemperatur mit  methylalkoholischer Kallauge 
sespalten, Nach Stehen iiber Nacht wurden die ausgetallenen 
Kalisalze der gesiittigten Fettsiituren abfiltriert und aus dem Filtrat 
nach Abtrennung noch vorhandenen Protagons die ungesiittigten 
Kettsiuren gewonnen. Sie wurden durch WKochen mit T50 cem 
methylalkoholischer 5° jiger H,SO, verestert und ergaben 67.1 ¢ 
Mister. Das Estergemisch enthielt noch eine geringe Menge Phosphor 
in 30mg Substanz eben noch qualitativ nachweisbar). 

Die Kster wurden in zwei getrennt durchgefiihrten Destilla- 
tionen unter Zuhilfenahme der eben beschriebenen Apparatur 
destilliert. Das Vakuum betrug daber LO7°%—10O7-' mm He. FE 
wurde mit Hilfe eines Hochtrequenzpriifgeriites kontrolhert. 

Zur ersten Destillation warden $1.5 ¢ Ester verwandt. Diese 

2 eo abdestilhert. Sie 
heterten 26,4 ¢ Ester in Form yon Li? Kinzelfraktionen. Ber der 
zweiten Destillation wurden ino vleicher Weise 35,9 ¢ Substanz 
destilhert; Destillationsriickstand 4.4 4. Ausbeute 29,5 ¢ Kster in 


-~» 


wurden bis aut emen Riickstand von : 


Iv EKinzeltraktionen. Die zweite Destillation mubte infolge cines 
lonfalls kurz vor Beendigung abgebrochen werden. 


Von diesen Fraktionen wurden zuniehst die Jodzahtben mach der yon 
Nienk?!*) imoditizierten Methode von Rosenmund und Nohnhenn’ ) 
durch Titration onit Pyridinsultatdibromid baestivnanat Dein wurden ab 
sewogene Substanzmengen (jeweils etwa Oo oe) in alkoholisecher Losunye 
hvdriert. Alsdann wurden die Ester verseitt. das Unyverseiftbare abevetrennt 
ind die Fettsfiuren isoliert. Von jeder Praktion worden Schmelzpankt tnd 
darch TPitration mit pn JO ‘ithvlalkoholischer Natronulatnee das \quivalent 
cewrelt bestimmt. Beide Bestimimungen wurden nach Coinkrystallisieren 
der rohen Siiuren aus Aceton wiederholt. Die so erbaltenen Daten finden 
seh in Tap, 2; 


Die Fraktionen Nr tl der beiden Destillationen bestanden zu 
etwa * der Gesamtinenge «aus unversellbarer Substanz. Sie 
wurden zuniichst durch Kochen hilt methylalkoholischer NaQOtll 
verseift. Die wiiBrigen Lésungen der Seifen wurden mit Ather 


zwecks Abtrennung des Unverseifbaren mehrmals ausgeschiittelt. 
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Die tlissigen Fettsiuren besaBben eine Jodzahl von 93.1. 
36,69 me Subst.: 2.69 cem n 10-Bromlésung. 
Nach der Hydrierung wurde eine teste Substanz (Schmelzpunkt 
1) —49,5°) gewonnen, deren Schmelzpunkt nach Umkrystallisieren 
aus Aceton aut d4 55° anstieg. Aquivalentgew. get, 269.2. 
66 me Subst.: 1.68 eem n/20-NaOH 


Die hyvdrierte Mischung bestand demnach zu rund 50°), aus 
Palmitin- bzw. Stearinsiiure. In der urspriinglichen Mischung hat 


demnach cine einfach ungesiittigte C 


ge 7 Siiure (Palmitoleinsiure ?) 
vorgelegen. 

Die festen Fettsiuren (Schmelzp. 6L 61,5") bestanden 
nach Schmelzpunkt und Aquivalentgewicht aus ziemlich reiner 
Palmitinsiiure. Aquivalentgew. gef. 254.8. 

2 t]oimge Subst.: 2,52 cem n/20-NaQll. 

Die unverseitbare Substanz gab mit fuchsinschwetliger 
Siiure eine stark positive Aldehvdreaktion. Sie addierte Brom, 
Jodzahl vet. 84.2. 


2125 me Subst: bal cem on 10-Bromlésune. 
Saure Eigenschaften besab sie nicht. 0,8 ¢ Substanz wurden 


hydriert und ergaben 0,21 ¢ eines bei niedrigerer Temperatur 
festen KoOrpers (Schmelzp. 20—21°). Beim Aufbewahren stieg der 
Schmelzpunkt er betrug nach etwa 14 Tagen 26—-27° 

wahrscheinlich intolge von Polymerisation der Substanz. Nach 
Le Sueur?!) besitzt Pentadecanal einen Schmelzpunkt von 24 bis 





25° Palmitinaldehyd einen solchen von 34°, 
Tabelle 3 
Rilter Fo53:  Sehiehtdieke (1) BOS WELDED: ee Q,02) 
hraktion le ] Gu. Palmitinaldehya 
it) . 

Nr. Mittelwert cefunden 
fe 4 Aas) av. 
lade A ¢ 30.4) 

| 1. 2U a4) Fels A 
44 1.93 | ma 

ty (). 40 () Sy a 43 

1 ¢ () 41 4 ms 











Sdinthehe Fraktionen entstamimen Destillation 2 


ln Tab. sind die Ergebnisse yon Aldehydbestimmungen 


eimiger Fraktionen der 2. Destillation nach Feulgen und Griine- 


| 
Here 


antgefiithrt. Der Limg Substanz entsprechende Farbstodl 
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wurde in 10 cem Amylalkohol aufgenommen und stufenphoto- 
metrisch bestimmt. Dabei ergaben sich fiir einzelne Fraktionen 
(Nr. 2 und 3) héhere Aldehydgehalte. als der Menge des aus den 
Fraktionen abtrennbaren Unverseifbaren entsprach. 


Zusammenfassung 

Ks wird die Weiterentwicklung eines seimerzeit von Klenk 
und Schuwirth*) angegebenen Apparates zur fraktiomierten 
Destillation hochsiedender Stoffgemische im Vakuum = beschrieben, 
welche eine Benutzung der Apparatur auch noch bei einem Va- 
kuum von 10°%—10° 4mm Hg ermdglicht. 

Mit Hilfe dieser Apparatur wurden die Methylester ungesiit- 
tizter, aus den Glycerinphosphatiden des Menschengehirns stam- 
mender Fettsituren fraktioniert. Daber wurde = erstmalig eine 
ungesattigte C,,...-Siure (Palmitoleinsiure?) in diesem Fett- 
siuregeimisch nachgewiesen. Auberdem wurde eine kleine Meng 
eines ungesaittigten NKérpers aufgeftunden, der keinen Saurecharakter 
hesitzt und nach seinem Verhalten offenbar ein Aldehyd ist. 


Ich mochte auch an dieser Stelle Herrnu Prot. Klenk fiir seme wert 
vollen Ratsehliige meinen besten Dank aussprechen. Bei der Anfertigung 
der Apparatur wurde ich in dankenswerter Weise yon dem Laboranten des 
Instituts fiir Phvysikalisehe Chemie und Kolloidehemie. Herrn Fiedler 
(Glasbliserarbeiten), sowie von dem Institutsmechaniker des Instituts fiir 
normale und pathologische Physiologie der Universitit WOln, Herr Krainier 
(Metallarbeiten), unterstiitzt. 
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Uber Xanthopterin 
Von 


W. Kosehara 


Aus dem: Phystologisch-clhemutschen Institut der Universitat Tubingen 
und den wiss. Laboratorien der EG. Farbenindustrie, Werk Elberfeld 


Der Schrittleitung zugegangen am 8. Dezember 112 


Die Identitat von Uropterin und Xanthopterin 


Lropterm?) ist der gelbe Farbstoff aus Menschenharn genaunt 
worden, der dem Nanthopterm des Citronenfalters selir ahnelt. 
Der Vergleich beider Farbstoffe ist durcheetahrt worden an Hand 
der vielfaltigen Fluorescenzerschemungen, der chromatogra phischen 
\nalyse, des Absorptionsspektrums, des) Bartumsalzes und eimes 
krystallisrerten Farbstoffpraparates. In allen Punkten ergal 
ich Ubereinstimmuang. Stérend war nur das Fehlen der Analysen- 
daten eimes remen amorphen Uropterins. Es sollte ebenso wie 
bem Nanthopterin®) sich durch hohere WKohlenstoff- und medrigere 
Wasserstoffwerte ) vom krystallisierten Praparat unterscheiden, 
das wahrschemnlich im WKrystallisationsmiliew (warme Hssigsiure) 
verindert wurde. Wir haben die Analyse eines reimen amorphen 
Lropterims nacheeholt. Ste stimimt mit der des amorphen Nantho- 
pterins aberem. Das gelbe Pterin des Menschenharns ist) Nantho- 
pterm. Die Bezeichnung Uropterim erubrigt sich. 

Wir haben angegeben!), daB aus lextrakten von Hetumeh 
Losungen zu gewinnen sind, in denen ein dem Nanthopterin alin- 
licher Farbstoff vorzukommen schemt. Die Aufarbeitung groBerer 
Vengen von Heumehl wie auch frischen Grases hat gezeiet, dah 
das Material kei Xanthopterin enthalt. Hine Nanthopterin- 
flaoresceng ist ebensowemge ber der Extraktion von Kartofteln, 
Hefe. Bhuouenkohl und Malzextrakt (.L6flund’t) festzustellen 
rewesen. Nanthopterin schemt mur ime Terreich vorzukominen, 


Koschara. Diese Z. 240, 127 (1936). 
Schopf u. Becker, Liebigs Ann. 507, 271 (1933). 

*) Der Stickstoffwert ist bei der Schwierigkeit der N-Bestimmuny aut 

dem Pteringebiet kein geeignetes Vergleichsdatum. 
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Synthese des Xanthopterins 


Durch Wieland und Purrmann?’) ist, nachdem lange eme 
Cy9-Formel fir Nantho- und Leukopterm galt and cine Cys-Forme| 
zur Diskussion gestellf war’), die Bruttoformel des Leukopterms 
wu (CgH-O3N-),, die des Nanthopterins zu (CgH,O,N,;), festgestellt 
worden. les folate die Konstitutionsautklirune der beiden Piemente, 
die sich wesenthich auf die Svnthese des Leukopterms aus 2.4,5-T1 
amino-6-oxypyrimidin und Oxalsiure dareh Purriiann?) statzt, 
(Schema [). Wir haben in WKenntnis dieser Synthese das Nantho- 
pterin leicht aus dem gleichen Pyrimidim und Glyoxylsiure synthe- 
tisieren kOnnen (Schema If). Die Wondensation velit mit berd- 
alkalisalzen des Glvoxylsiiurebisulfits in starken Mineralsiuren, 
Die Ausbeuten betragen 38°) an analysenremem und weitere 10%, 
unremes Produkt. Spaterhin hat Purrmann®) das gelbe Pterim 
aus dem Pyrimidin und Dichloressigsiure in 2 Stufen hergestellt, 
Die Ausbeute betragt 6°). Im Gegensatz zu unserer Svnthese 
cestattet der Purrmannsche Wee eme begrimdete Aussage uber 
die Stellung des Sauerstoffatoms an Cg oder Cy des Pteridingertistes? 
(Formel TTL). Nanthopterm: ist) 2-Amiio-6,8-dioxypteridin. 


N COT Na) 
NHL, N 
Nie ( Ox" Ol — NHC Bt Cott 
HIN i (d=—(' Cd] LIN on Coq] 
“NEI, ~N 
| Leukopterin 
\ Coon \ ( Oni 
NH, N 
NH=C O-=-U—-ON 44, NHet © CO 
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HIN } OCT HIN C Ch 
NH, N 
1] Nanthopterin 
IN om 
UN 
1] CH + “HO 
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Preridin 


') Liebigs Ann. o44. 163 (1940). 

')y KRoschara, Diese Z. 250, 162 (1937) 

') Liebigs Ann. 544. 182 (1940) 

") Ebenda 546. 96 (1940). 

‘) Namengebune: Liebigs Ann. O48. 287 (1941) 
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Versuchsteil 


Isolierung von reinem Xanthopterin. Jie Gewinnung des 
Nanthopterms aus Harn kann geschehen durch 1. Adsorption an 
Dleicherde, Kohle oder Bleisulfid, 2. Fallung aus ammoniakalischer 
Losune durch Blei- und Silbersalze, 3. Krystallisation des Barium- 
salzes, 4. Fiallung des Farbstoffs ber pa 38—4. Zahlreiche WKom- 
binationen dieser Remigungsstufen, wobei der Bleicherdeadsorption 
ny Form des Chromatogramims besondere Bedeutung zukomit, sind 
vepruft worden, Schidlich ist es, den Farbstoff mit der Bleicherde 
linevere Zeit m Kontakt zu lassen. Unbrauehbar ist die Barim- 
salzkrystallisation ber Priparaten, die wemiger als 60 —70°/) Farb- 
stoff enthalten. tes velinat mit) Kohle, die Fliuorescenzausbeuten 
auch berm priparativen Arbeiten stark zu erhohen. Doech  be- 
friedigen die so erhaltenen Praparate nicht. ‘Trotz erheblicher 
Demuhungen konnen wir noch meht sagen, ob sie verunremigten 
oder verinderten Farbstoft darstellen. 

Ausgangslosune zur Nanthopteringewinnung war und ist) die 
Nanthinbasenfraktion, hergestellt nach Diese Z. 240, S. 144, 
Zee 15. Dort ceschul die Weiterverarbertung durch fraktionierte 
Silbersalzfillung, Bleicherdeadsorption, Chromatogramm uber Fran- 
komt und abscehheBende rilhune als Silbersalz. Erhalten aus 
POO Liter Harn 40one Farbstoff. Das ist nach den Gehalts- 
bestimmungen von WKoschara, v.d.Seipen und Aldred?) 
(3 dong Tagesausscheidung) eme Ausbeute von etwa 10°/). Mit 
eroberer Sicherheit erreicht man ber allerdings nur 5°), Ausbeute 
reimnen Karbstoff nach foleender Methode: 

lL. Chromatogramim uber Frankonit Kh (verbessert durch 
miedrigere Schicht und dadureh bedinete kurzere WKontaktzeit): 
BO cmieNutsche mit 120 ¢ Frankonit Ki trocken und festgestampft 
fillen. Vorwaschen mat ft Liter Phosphatpuffer pa 7,6. Dureh- 
Saleen der Nanthinbasenfraktion (2 Liter), die vorher dure 
Trinatrivmphosphat auf pa 7.6 abgestumpft wurde. Nachwaschen 
nit 2 Liter Phosphatpuffer 7,6. Telation mat) Boratpuffer 9,2. 

Il. Fraktiomerte Silbersalzfallune nach a. a. O. S. 144. 
Aerie 17—25. 

Ill. Zerlegune der Silberfallune amit verdunnter Salzsiure 
und Fallune des Nanthopterins durch Natrinumacetat nach a.a. 0. 
S. 147, Zeile 17—22. 


Diese Z. Por. Lol (1939 








avis 
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IV. Darstellung des krystallisierten Bariuimsalzes nach 
Schépf und Beeker, Liebigs Ann. 507. 8. 268 und Zerlegune 
yam amorphen Farbstoff (ebenda S, 275). 

Erhalten aus 200 Liter Harn 18 mg amorphes remes Nantho- 
pterin. Zur Analvse wird nochmals gereinigt durch Umifillen ans 
ammoniakalischer Lésung mit Essigsiure. 


Analyse (Nchoeller, Berlin): 4.721 mg Subst. getr. bei 120° im Hochy 


verlieren 0.360 mg 1 les 1.361 mg Subst.: 6,460 mg CO,, 1.220 mg HO. 


0 
Gref. © 40.39 H 3.13 
Fir amorphes Nanthopterin aus 
dem Citronenfalter?) Gef. © 40,03, 40.26 H 3,02, 3,36. 

Nach unseren spaiteren lrfahrungen wird man vorteihaft cre 
Bariumsalzdarstellung vermeiden und sie durch eme  Bleisalz- 
fillunge aus ammoniakalischer Losunge ersetzen. Ber dieser fall 
der Farbstoff. waihrend Purinbasen im Losung blerben. 


Synthese des Xanthopterins. 23.5 ¢ 2, 4, 5-Triamino-b-oxy- 
pyrimidinsulfat (0.1 Mol) werden mit SO ¢@ Glyoxylsiurebisulfit- 
barium (==20¢ Glyoxylsiure — 0,27 Mol) und 300 cem Schwetel- 
siiure von 7S Gew.-° (400 com konzentrierter Schwefelsiiure 
200 cem Wasser) | Stunde ber 95° verruhrt. Man fet unter bis- 
kithlunge 100 cem Wasser dinzu, zentritugiert, und wiischt den 
Niederschlag mit 50 cem Wasser. Aus der dunkelroten Losuny 
krystallisiert ber Nacht im = Misschrank das Nanthoptermsulfat., 
Man saugt ab. 6st die Krystalle im SOO Cem: 2 n-Schwefelsiure, 
verruhrt die Losung mit 2 ,,Carboraffin eisenarm’: 5 Minuten, 
filtriert und neutralisiert unter Easkuhlung nat konzentmerten 
Amimonmak. Der ausfallende Farbstoft wird auf der Zentrifuge mit 
100 cem Wasser salzfrei gewaschen und ber 50° im Vakuuime- 
exsiceator getrocknet: 6.8 ¢ remer Farbstoff. Die Mutterlaugen 
der Sulfatkrystallisation ergeben, entsprechend auf neutralen 
Karbstoff aufgearbeitet, weitere 6.9 @ weniger remen Farbstoff, 

Zur Analyse wird der reine Farbstoff nochmals wie tiblich 
uiigefallt. Die exsiccatortrockne Substanz kommt zur Ver: 
brennuny. 


25,10 —25,27 mg Subst.: 33,13-—33,57 mg CO,, 3.39—s8,69 mg H,O. 


1.992 mg Subst.: 614 com N, (22". 748 mm). 0.9500 ¢ Subst.: (getr. bei 
140° im Hochyv.) verlieren 0.0953 g. Gewichtsverlust LOOT? 
CoOH.ON, (779) Ber. © 40,2 H 2,8 N 39,1 


Gief.  ., 40,00, 40,24 ., 2,91, 3.08 .. 39.0 
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69. Mitteilung 
Von 


Martin Schenck 


Ans der Physiolovisch-chemischen Abteilung des Veterindr-Physiologischen Tnastituts 
der Universitit) Leipzig 


Der Schrifttleitaunge zngegangen am Td Novenmber boa 


Uber zwei weitere Nitrimine (Pernitrosoverbindungen) 
aus der Gallensauregruppe 


lh cher detzten Mitteilane!) ist em: Nitrimin beschreben worden 
das sich von Dehydrodesoxycholsiture (3,12-Diketocholansaure) in 
der Weise ableitet, dafi eine der beiden Ketongrappen durch die 
Nitrnminograppe (Pernitrosogruppe) >> Cs N,O, ersetzt ist. Das 
Nitrimiin bildet sich aus dem Dioxim der Diketosiiure, und es ist 
sehr wahrschemlich dic 12-stiindige NOH-Gruppe, die unter dem 
lintlab der salpetrigen Séiure im die Nitriminograppe ubergeht, 
wihrend die 3-stindige abgespalten und durch Sauerstoff ersetzt 
wird (unter Tntwieklung von Stickoxvdul oder zum Teil auch vou 
Stickstoff). Die 3-stiindige NOH-Gruppe betindet) sich némilich 
zwischen 2 Methylengruppen, und von derartigen Whetoximen sind 
bisher Nitrimime meht erhalten worden: die bislang nur in wenigen 
Vertretern bekannt gewordenen Pernitrosoverbindungen  tragen 
Vielmehr die N,Os-Grauppe an einem Kohlenstoffatom, in dessen 
Nachbarschaft wenigstens ein tertiir oder quaternir oder doppelt 
vebundenes C-Atom steht, wobei die Doppelbindung auch zwischen 
Kohlenstoff und Sauerstoff, in emer Ketongruppe, hegen kann. 
Das von der Diketosiure sieh ableitende Nitrimin darf deshalb 
wohl als 3-Weto-12-pernitroso(nitrimino)-cholansiure (1) bezeichnet 
werden, lis wurden ferner drei Oximinosiiuren (Lsodesoxy bilian- 
siure-oxiin, Diliobansiure-oxim und die Nitrooximimohydroxam- 
sitnre CygHy N30). welche mur eine NOH-Gruppe, und zwar am 


') Diese Z, 276, 79 (1942) 
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IKohlenstoffatom 12 tragen, himsichtheh Nitriminbildune mut sal- 
petriger Siiure gepruft. im allen 3 Fallen fand zwar eme Nitrimin- 
bildung statt. ihr Umifang war aber unter den cmechaltenen Be- 
dingungen nur germe. Es ist auf die Moghehkeit hingewiesen 
worden, dab unter abgedinderten Bedingungen die dret Pernitroso- 
verbindungen in groBerem baw. quantitativem Verhaltnis herstellbar 
sind, Bereits friiher?) war tiber die Bereitune der Pernitroso-des- 
oxybiliansiiure (IL) berichtet) worden, 

lin folgenden soll die Herstellung zweier weiterer Nitrimiaine aus 
der Reihe der Gallensiuren mitgeteirt werden, nambleh der Per- 
nitrosoverbindungen, die aus Dehyvdrocholsiure-trioxima bzw. Biltan- 
siiture-dioxim unter der Hamwirkune von salpetriger Siure cntstehen, 
Dehvdrocholsiiure-trioxim enthalt die 3 NOH-Gruppen an den 
(-Atomen 3,7 und 12: man konnte erwarten, dab. wie ben Dioxim 
der 3,12-Diketocholansiure, die NOH-Gruppe an C? durch Sauer- 
stoff, die an Cl durch die N,O-Gruppe ersetzt wiirde, wiihrend 
fiir die 7Tstiindige NOH-Grappe versehiedene Mévlichkeiten  be- 
standen: Ersatz durch Sauerstoftf oder Nitrnnimbildune oder. unter 
Mitbeteilgunge des benachbarten tertiir gebundenen WKollenstoff- 
atoms, Ubergang in eine Mnolnitratgruppe, ein Ubergang, der bein 
Dioxim der IJsobiliansiure beobachtet worden war (V o>» VU)%). 
Das erhaltene Produkt enthielt nun pro Molekul 2 N-Atome, ent- 
sprechend emer Nitrimimograppe, die mit ziemlicher Sicherheit am 
Kohlenstoffatom J20> angenommen werden kann (L118). Ber der 
Analyse gab das Nitrimin etwas zu hohe Stickstoffwerte, weshalb 
met emer cermeen Bennengung emer stickstoftrercheren Substanz 
(unverdindertes Trioxum koramt nicht im Frage) za rechnen ist, wie 
denn uberhaupt die Pernitrosoverbindung micht in remem Zustand 
vewonnen wurde, vielmehr in Form der cut auscewaschenen Roh- 
Jat 


fillung zur Untersuchung kam, da wie beim Nitrimin der 3,1 
ketocholansaure Wege) der Jeichten Zersetzlichkeit der Pernitroso- 
eruppe von Krvstallisationsversuchen Abstand CenOomunen wurde 
lin wesentlichen durfte aber die Rohfaillune aus dem: Nitrimin I\ 
bestanden haben, da sie sich durch Oximuerung in das Auseanes- 
trioxim zuruckverwandeln leb. Mit Natronlanee entwickelte das 


| 


') Ber, chem. Ges. 75, 198 (1942). 


*) Mo. Schenck u. J. Reschke, Diese Z. POS, 27514. (L941): Mo Schenek. 
Ber, chem, Ges, 75. 201 (1942), 

ad Uber das Verhalten des ‘Trioxims untel den Bedingunven det 
van Sty keschen Aminostickstoffbestimmunyg vel. MoSchencek ul do Resehke. 
ser, chem. Ges, 73. 2044. (1940) 
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Nitrimin Stickoxydul und ging in Dehydrocholsiéure iiber, die sich 
allerdings nicht direkt krystallisieren lieB, vielmehr erst nach Uber- 
fuhrung in das Trioxim und Zerlegung des letzteren in geringer 
Ausbeute krystallisiert erhalten werden konnte. Durch konzen- 
trierte Schwefelsaure wird aus dem Nitrimin ebenfalls Stickoxydul 
abgespalten, die stickstoffreie Verbindung war auch hier nicht 
direkt zum Krystallisieren zu bringen; aber auch nach Reinigung 
aber das Oximierungsprodukt konnten nur aéuBerst sparliche, un- 
deutlich krystallinische, kugelf6rmige Gebilde gewonnen werden, 
die sich wegen ihrer geringen Menge nicht mit Sicherheit mit 
Dehydrocholsiure identifizieren heBen, wenn auch diese Séiure in 
ihnen sehr wahrscheinlich vorlag. 

Bilianséure-dioxim (lormel wie IV, aber an Stelle der Keto- 
und der Nitrimimogruppe Oximgruppen) enthalt die beiden NOH- 
Gruppen an den C-Atomen 7 und 12. Ks konnte erwartet werden, 
daB unter der Kinwirkung von salpetriger Siure die Gruppe an 
C12 in eine Pernitrosogruppe tbergehen wiirde, falls nicht Ab- 
spaltung von NOH und Ersatz durch Sauerstoff sich vollzogen, 
wihrend fir die NOH-Gruppe an C? Ersatz durch Sauerstoff oder 
Ubergang in eine Knolnitratgruppe (vel. oben) in Frage kamen. 
In der van Slykeschen Apparatur zur Bestimmung von Amino- 
stickstoff hatte Bilianséiure-dioxim eine reichliche Menge Stickstoff 
veliefert, der nach friher Gesagtem im wesentlichen auf die 7-NOH- 
Gruppe zu beziehen ist und vielleicht durch Zerfall eines primar 
gebildeten Diazoniumnitrats entsteht!). Die unter den unten niher 
angegebenen Bedingungen bei der Kinwirkung von salpetriger Séure 
auf Bihansiiure-dioxim isolierte Verbindung enthalt nun pro Molekil 
2 Atome Stickstoff in Gestalt einer Nitriminogruppe, die so gut 
wie sicher am C-Atom 12 sich befindet. Dieser Nitriminokoérper (LV) 
konnte zwar bisher auch nur in amorpher Form erhalten werden 
(auf Krystallisationsversuche wurde wegen der leichten Zersetz- 
lichkeit des Stoffes verzichtet), er war aber im Gegensatz zu den 
aus dem Trioxim erhaltenen Procukt anscheimend vo6llig rein: 
schneeweibe Masse vom richtigen Stickstoffgehalt, die sich in 
Natronlauge unter Abspaltung von N,O farblos léste und dabei in 
Biliansdure uberging, die sich ohne Schwierigkeit krystallisiert 
erhalten leB. In konzentrierter Schwefelsiiure liste sich das 
Nitrimin unter Entwicklung von Stickoxydul mit braungelber 


1!) M. Schenck u, J. Reschke, Diese Z. 248, 181 (19387); M. Schenck, 
Diese Z. 272, 57 (1941); Ber. chem. Ges. 75, 199 (1942). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 277 12 
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Farbe, aber auch hier war die gebildete Biliansiiure leicht in reiner 
Form zu gewinnen. — Isobiliansiure-dioxim V geht, wie bereits 
oben erwihnt, unter der Kinwirkung von salpetriger Siure in das 
Enolnitrat VI iiber. Vielleicht l4Bt sich aber auch in diesem Falle 
unter etwas abgeiinderten Bedingungen ein Nitrimin bzw. em 
Nitrimino-enolnitrat erhalten, mégliche Annahmen, die bei Ge- 
legenheit noch gepriift werden sollen. 





C:N,0, C:N,0, 
12) — i . 
Ci, Cy CH, oc 
| || GH, COOH | | 
CH,CH,CH = CI CH,CH,CH = C 
CH, C Cll CH, G dH 
| | | | 
OC” CH CH COOH CH CH, 
as A ae is 


CH, ~~ CH, 


SOOH CH, 


Nitrimin, C,,H,,N.0. Nitrimin, ©,,H,,N.O, 


C:N,0, C©:N,0. 
CH,  C| CH, C 
| lf | | 
CH, CH, CH of | _ CH, CH, CH C | 
CH,  C OH CH, C CH 
CO CH 700 COOH CH CO 
CH, CH, COOH GH, 
Nitrimin, C,,H,,N.O, Nitrimin, C,,H,,N,0, 
C:NOH CO 
aa i, ? i 
CH on CH, ©) 
y 2 
cH,cu,cH Cf CH, CH,CH OCI 
Vv , y - a aa af Vi Pdi i a Ot at 
COOH “CG oH CooH &  & 
COOH CH C:NOH COOH CH C.O-NO. 
ell . ee el al ke le Pi 
CH, CH, CH, CH, 
Isobiliansiure-dioxim, Cy, H,.N.O, Enolnitrat, C,,H,,NO, 


Beschreibung der Versuche 
1. Dehydrocholsaure-trioxim und salpetrige Saure. | » Dehydrochol- 
saure-trioxim brachte man mit 50 ccm Eisessig bei gewohnlicher Temperatur 


zusammen, wobei keine volistindige Losung cintrat. Ohne Riicksicht hierau 
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zu nehmen, gab man 50cem van Slykescher Natriumnitritlésung (23°/,ig) 
hinzu. Die weiBe Mischung nahm einen blaugriinen Farbton an unter lebhafter 
Gasentwicklung. Nach 16—17stiindigem Stehenlassen war kaum noch eine 
Gasentbindung zu beobachten, und es hatte die Lésung iiber dem weiBen 
Bodensatz eine gelbliche Farbe angenommen, Vom Ungelésten wurde nun- 
mehr abfiltriert; der Filterriickstand (0,11 ¢) bestand, wie die Priifung ergab, 
im wesentlichen aus unverindertem Trioxim, Das Filtrat versetzte man 
mit 300cem Wasser und erzeugte hierdurch eine schwach gelb gefarbte 
Fallung, die nach 1'/,stiindigem Stehenlassen abgesaugt, mit Wasser ge- 
waschen, zwischen Filtrierpapicr abgepreBt und fiir die Analyse und die 
weiteren Versuche bei gewoOhnlicher Temperatur iiber P,O, getrocknet wurde 
Ausbeute: 0,55 4. Zersetzungspunkt: unscharf 135°, 


0,1231 ¢ Subst.: 7leem N (20,5°, 762,0mm). — 0,1188¢ Subst.: 
6,9cem N (21,5°, 753,7 mm). — 0,1202¢ Subst. (anderer Darstellung): 
7,4cecem N (21,5°, 750,0 mm). 

C.,H3,N,0, Ber. N 6,28 Gef. N 6,73, 6,68, 7,04. 


Oximierung des Nitrimins der Dehydrocholsiure, 1,3¢ der 
Pernitrosoverbindung léste man in 47 com 96°/,igen Alkohols, gab 2,6 ¢ Hydr- 
oxylaminhydrochlorid, geloést in 9ccm Wasser, und 13 cem 10°/,iger waBriger 
Natronlauge hinzu und erhitzte die Lésung auf dem Dampfbad. Unter Ab- 
spaltung von Stickoxydul blieb die Losung klar; nach 45 Minuten gab man 
nochmals 2,6g und nach weiteren 15 Minuten eine kleinere Menge festen 
H ydroxylaminhydrochlorids hinzu, Das Trioxim begann nunmehr sich «aus- 
zuscheiden, Nach einer Dauer des Krhitzens von insgesamt I'/, Stunden lieB 
man das Gemisch erkalten: die ausgeschiedene krystallinische Masse wurde 
nach mehreren Stunden abgesaugt. mit 70°/,igem Alkohol gewaschen und 
vetrocknet. Ausbeute: 0,48 g. Nach dem Umkrystallisieren aus Kisessig 
wurde eine bei 120° getrocknete Probe des Materials analysiert: 


0,0976 ¢ Subst.: 7,9cem N (20°, 751,3 mm). 


Ca:H;,N,0, Ber. N 9,39 Gef. N 9,32. 


Der umkrystallisierte Stofit zersetzte sich bei 273—274° in Ubereinstim 
muny mit dem Zersetzungspunkt von notorischem ‘Trioxim; die Mischprobe 
ergab keine Depression, 

Nitrimin der Dehydrocholsaiure und Natronlauge., Die Per- 
nitrosoverbindung lést sich in 10°/,iger wabriger Natronlauge unter Hntwick- 
lune eines farblosen Gases, das im Garréhrchenversuch an seiner Wasser- 
léslichkeit als Stickoxydul erkannt wurde. Um auch das stickstoitireie Pro- 
dukt zu kennzeichnen, léste man lg der Pernitrosoverbindungen in 10 com 
10°/,iger Natronlauge und siuerte die entstandene braunrote Lésung nach 
'/, Stunde mit Salzséure an. Die hierdurch erzcugte braunlich-gelbe Fallung 
wurde nach Istiindigem Stehenlassen abgesaugt, mit Wasser gewaschen and 
»wischen Filtrierpapier gut abgepreBt. Versuche, das Material aus 60°/,iger 
{issigsaure umzukrystallisieren, scheiterten; es wurde deshalb zunachst unter 
den cvleichen Bedingungen, wie sie bei der Herstellung des ‘Trioxims aus dem 
Nitrimin cingebalten wurden (s. oben), oximiert (Dauer des Erhitzens 2 Stun- 
tmals wiederholter Zusatz von festem Hydroxylaminhydrochtorid, 
zuletzt Zusatz von Wasser, um dis beim Erkalten sich ausscheidende Hyvdroxyl- 

12* 
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aminsalz in Lésung zu halten). Die Menge des gebildeten, schwach braunlich 
vefarbten Oximierungsproduktes war nur gering, es wurde abgesaugt, mit 
70°/,igem Alkohol gewaschen, mit Salzsiure hydrolysiert und der hierbei 
resulticrende stickstofffreie Korper aus méglichst wenig 60°/,iger Essigsiure 
umkrystallisiert: schwach gelbycfirbte Nadeln vom Schmelzp, 236°; notorische 
Dehydrocholsiure schmolz bei 239°, Mischprobe ergab keine Depression. 

Pernitroso-dehydrocholsiure und konzentrierte Schwefel- 
siure. 1g des Nitrimins wurde mit 10 ccm konzentrierter H,SO, zusammen- 
gebracht; unter Entwicklung eines farblosen Gases (Stickoxydul, Garréhrchen- 
versuch) bildete sich eine braunrote Lésung, die nach 10 Minuten auf zer- 
kleinertes Eis gegossen wurde. Die hierdurch erzeugte braunlichgelb gefarbte 
Mallung wurde nach mehrstiindigem Stehenlassen abgesaugt, mit Wasser ge- 
waschen, zwischen Viltrierpapier gut abgepreBt und unter den gleichen Be- 
dingungen, wie das durch Natronlauge aus dem Nitrimin erhaltene Produkt, 
oximiert. Das in geringer Menge erhaltene, schwach braun gefarbte Oxim 
lieferte nach der Zersetzung durch Salzsiure und weiterer Reinigung des 
Zersetzungsproduktes, wie bereits oben erwahnt, sparliche kugelférmige Ge- 
hilde, deren Identitat mit Dehydrocholsiure zwar wahrscheinlich war, aber 
nicht mit Sicherheit festgestellt werden konnte. — Bemerkt sei noch, daB 
das Nitrimin, ebenso wie die Pernitroso-dehydrodesoxycholsaure!), mit Di- 
phenylamin-Schwefelsiure unter nebenher verlaufender Gasentwicklung inten- 
4ive Blaufarbung liefert. 


2. Biliansaure-dioxim und salpetrige Saure. 1 ¢ Biliansiure-dioxim 
wurde mit 50 ccm Wisessig bei gew6hnlicher Temperatur zusammengebracht, 
wobei keine vollstandige Lésung eintrat. Ohne Riicksicht hierauf zu nehmen, 
sab man 50cem van Slykescher Natriumnitritlésung hinzu. Die blaugriine 
Mischung entwickelte lebhaft Gas, und es bildete sich nach und nach eine 
klare und fast farblose Lésung, die nur noch geringe Gasentwicklung zeigte. 
Nach einer Versuchsdauer von insgesamt 1] Stunde und 50 Minuten erzeugte 
man durch Zusatz von Wasser eine farblose vallertige Fallung, die nach 
t{gstiindigem Stehenlassen abgesaugt, mit Wasser gewaschen und fiir die Ana- 
tyse und die weiteren Versuche iiber P,O, bei gew6hnlicher Temperatur ge- 
trocknet wurde. Ausbeute: mindestens 50°/, des eingesetzten Dioxims. Zer- 
setzungspunkt: unscharf 132°, 


0,1144¢ Subst.: 5,7 ccm N (21°, 762,5 mm). — 0,1224 9 Subst.: 5.8 ccm 
21°, 762,5 mm). 


C,,Hs,N,0, Ber. N 5,67 ref. N 5,80, 5,52. 


Pernitroso-biliansiure und Natronlauge. 0,1 g¢ des Nitrimins 
wurden im Garréhrchen mit 10°/,iger waBriger Natronlauge zusammen- 
vebracht; unter Entwicklung eines farblosen Gases, das sich als wasserldéslich 
erwies, entstand eine farblose Losung, die nach Beendigung der Gasentbindung 
mit Salzsiure angesiuert wurde. Es schied sich zundchst nichts aus, allmahlich 
aber bildeten sich Prismen bzw. flache Nadeln, die bei 276—-277° unter Auf- 
schiumen schmolzen und bei der Mischprobe mit notorischer Bilianséure keine 
Depression des Schmelzpunktes herbeifiihrten. 


1) Diese Z. 276, 86 (1942). 
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Pernitroso-biliansaure und konzentrierte Schwefelsaure. 
80 mye des Nitrimins brachte man mit 3 cem konzentrierter Schwetelsaure bei 
gewOhnlicher Temperatur zusammen, unter Gasentbindung (NO, Garréhrehen- 
versuch) entstand eine braungelbe Lésung, die nach 5 Minuten auf zerkleinertes 
Eis segossen wurde. Die auf diese Weise erzeugte Fallung wurde nach einiger 
Zeit abgesaugt, mit Wasser gewaschen und aus Wasser umkrystallisiert : farb- 
lose tlache Nadeln und Blattchen, die nach Zersetzungspunkt (276—277°) und 
Mischprobe als Biliansaure sich erwiesen. Mit Diphenylamin-Schwetelsiure 
zeigt das Nitrimin Blaufarbung unter gleichzeitiger Gasentwicklung. 


Berichtigung 
In der 6S. Mitteilune (Bd. 276 dieser Z.) muB es auf S. 80, Z. 13/14 von 
ben statt Lsobiliansiiure-oxim heiBen: 


Isodesoxybiliansaure-oxim. 











An unsere Mitarbeiteri 


Ns ist unbedingt notwendig, daf alle eingehenden Mitieilungen in gut les- 


barbie aaa 
Ir er »? rT 


jlichst Maschinen-Schrift, gehalten sind. Nachtrdgliche Anderungen 
verursachen wesentliche Kosten, die sich naturgemaB auf die Preisgestaltung 

Zeitschrift mit auswirken miissen, wenn sie nicht den Herren Verfussern 
net werden sollen. Leicht lesbar abgefafte Schriftsdtze ermdglichen auch 


hriftleitung eine raschere Priifung als schwer leserliche und kinnen 


aihia) Peruck a ‘angen. 











Kiir die nichsten Hefte sind Arbeiten eingegangen von: 


| 


Hans Lettré (2); K. Schuwirth; Franz Lanyar; K. Myrbiick und E. Vasseur; 
J. Briickner; Hans Lettré und Hans Fernholz; H. Albers, A. Schneider und 
|. Pohl: Ernst Auhagen; Caspar Tropp, Fritz Geiger und Walter Stoye, 
}. Erik Jorpes: Wilhelm Franke, Fritz Schuhmann und Basudow Banerjee; 
EF. Kogl, H. Erxleben und G. J. van Veersen: Emil Abderhalden; Giinther 


Alois Schmitz und Richard Merten; V. Ritama; Constantin Pyriki. 





Flr die haufiger genannt. Zeitschriften bitten wir folgende Abkiirzungen zu gebrauchen: 


Diese Z. =: Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir Physio- 
logische Chemie. 
== American Journal of Physiology. 
Arch € exper. Path. == {[Naunyu-Schmiedebergs] Archiv fiir Experi 
mentelle Pathologie und Pharmakologie. 
Ber. chem. Ges. «=: Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
selischaft. 


;) a 
Amer. J. Physiol. 


Ber. Physio == Berichte iiber die gesamte Physiologie und 
, Experimentelle Pharmakologie. 
Bi 7. == Kiochemische Zeitschrift. 
chemiec J. == Biochemical Journal. 
- him. biol Bulletin de la Société de Chimie Biologique. 
. eh Bulletip ae la Société chimique de France. 
7 Chemisches Zentralblatt 
( Keud. Si r= Comptes Rendus Hebdomadaires des Séancee 
it Acudemie des Sciences, 
Acta Helvetica Chimica Acta. 
. Coe Journal American Chemical Society. 
~ of Biochemistry ° 
j ( ' Journal of Biolo i) Chemistry 
| ‘ | rl if Physiology : 
j kt. ¢ nal fur praktiscl e Chemie, 
' at j virtschalthche Versuchsstation. 
Justus Liebigs Annalen der Chemie. 
Monut e tur ( t 
1) Nat ! t D 
| rs A tur die gesamte Physiolocie 
\ j r Tiere ° 
: \ Oi s ~ \ VY fur >} ‘ rie 
fy if Poa ivi 
r ( i > Le r Phys 4 he Chemie 
el r li Verwandtschaftalehre 





Jena” Glaseclektroden-MeGBhetten 


fir potentiometrische p,-Bestimmuong 


an rohenden Proben oder im DurchfluG 


gegen Stofi durch heréhrungs- 


Schutz der Ghoelehtrode. g 


sicheren hinhau 

Geringer Redarf an Metiflissigheit,, geringst méglicher 
Serbranuch an Briiche: Viasstgheit 

Seclbsttitige benmeus rung des Plehtrolythontaktes zyischen 
.MeB- und Kriickhenflissigheit: bei jedem Probecnuwechsel 
Geringer elektrischer Gesamtuiderstand, daher cinfache 
MeGyeriitte verwendbar ohne jegliche lolationsschyicrig- 
keiten 


Finfache Handhabuny, rasches and zuverlassiges Arbeiten 


ae ee oe eee ee Ae es es es ee ca aon ¢-e—F 
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JENA*' GLASWERK SCHOTT & GEN., 











F. W. KOSTER 7 A. THIEL 


Logarithmische Rechentafeln 


fiir Chemiker, Pharmazeuten, Mediziner und Physiker 


55., verbesserte und vermehrte Auflage. Oktay. 273 Seiten. 1942 
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